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ÁCIDOS GRASOS Y FUNCIÓN CELULAR 
 
RESUMEN 
El endotelio forma el revestimiento celular interno de los vasos sanguíneos y linfáticos. Las 
células endoteliales responden a estímulos físicos y químicos modulando el tono vascular, la 
permeabilidad vascular, la angiogénesis, la remodelación vascular, la respuesta inflamatoria y 
la hemostasia. En presencia de factores de riesgo cardiovascular (hipercolesterolemia, la 
hipertensión, la diabetes, el tabaquismo, etc.) se alteran estas funciones facilitando el 
desarrollo de la aterosclerosis. La dieta mediterránea ha sido relacionada con una menor 
incidencia de enfermedades cardiovasculares. Esta dieta entre sus principales características 
incluye la ingesta de baja cantidad de grasas saturadas, junto con cantidades relativamente 
altas de ácidos grasos monoinsaturados. Parte de sus efectos beneficiosos se atribuyen a los 
ácidos grasos en conformación cis, como el ácido oleico.  
En el presente trabajo se estudiaron los efectos de los ácidos grasos saturados e 
insaturados con conformación cis y trans sobre dos aspectos fundamentales de la fisiología de 
las células endoteliales como son la progresión del ciclo celular y la fluidez de la membrana 
plasmática, involucrada en diversos mecanismos de transducción de señales. Los resultados 
indican que el ácido oleico induce proliferación celular, mientras que el ácido elaídico y 
esteárico no tienen este efecto. El ácido oleico inhibe la apoptosis inducida por la 
serodeprivación y el ácido elaídico tiene el mismo efecto pero de menor magnitud. 
Contrariamente, el ácido esteárico aumenta la apoptosis inducida por la serodeprivación. Los 
estudios de fluidez de membrana mostraron que el ácido oleico incrementa significativamente 
la fluidez de membrana de células endoteliales, mientras que los efectos de los ácidos elaídico 
y esteárico son cuantitativamente menores. 
Los resultados obtenidos indican que la estructura de los ácidos grasos, así como su grado 
de insaturación, determinan la magnitud de sus efectos sobre el ciclo celular y la fluidez de la 
membrana plasmática en células endoteliales. 
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O endotelio forma o revestimento celular interno dos vasos sanguíneos e linfáticos. As 
células endoteliais responden a estímulos físicos e químicos modulando o tono vascular, a 
permeabilidade vascular, a anxioxénese, o remodelado vascular, a resposta inflamatoria e a 
hemostasia. En presenza de factores de risco cardiovascular (hipercolesterolemia, 
hipertensión, diabetes, tabaquismo, etc.) estas funcións altéranse facilitando o 
desenvolvemento da aterosclerose. A dieta mediterránea foi asociada a unha menor incidencia 
de enfermidades cardiovasculares. Esta dieta entre as súas principais características inclúe un 
baixo consumo de graxas saturadas, xunto con cantidades relativamente elevadas de ácidos 
graxos monoinsaturados. Parte dos seus efectos beneficiosos son atribuidos os ácidos graxos 
en conformación cis, como o ácido oleico.  
Neste traballo estudáronse os efectos dos ácidos graxos saturados e insaturados con 
conformación cis e trans sobre dous aspectos fundamentais da fisioloxía das células 
endoteliais como son a progresión do ciclo celular e a fluidez da membrana plasmática, 
implicada en varios mecanismos de transdución de sinais. Os resultados indican que o ácido 
oleico induce a proliferación celular, mentres que o ácido esteárico e o elaídico non teñen este 
efecto. O ácido oleico inhibe a apoptose inducida pola serodeprivación, o ácido elaídico ten o 
mesmo efecto pero de menor magnitude. Contrariamente, o ácido esteárico aumenta a 
apoptose inducida pola serodeprivación. Os estudos de fluidez da membrana mostraron que o 
 
 
ácido oleico aumenta significativamente a fluidez da membrana de células endoteliais, mentres 
que os efectos dos ácidos esteárico e elaídico son cuantitativamente menores. 
Os resultados indican que a estrutura dos ácidos graxos, así como o seu grao de 
insaturación, determinan a magnitude dos seus efectos sobre o ciclo celular e a fluidez da 
membrana plasmática en células endoteliais. 
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The endothelium forms the internal lining of blood and lymphatic vessels. Endothelial cells 
respond to physical and chemical stimuli modulating the vascular tone, the vascular 
permeability, angiogenesis, vascular remodeling, the inflammatory response, and hemostasis. 
In the presence of risk factors (hypercholesterolemia, hypertension, diabetes, smoking, etc.) 
these functions become altered allowing the development of atherosclerosis. The 
Mediterranean diet has been related with a lower incidence of cardiovascular diseases. This 
diet among its principal characteristics includes a low intake of saturated lipids together with a 
relatively high intake of monounsaturated fatty acids. Part of its beneficial effects are attributed 
to cis-monounsaturated fatty acids, like oleic acid. 
In the present work, the effects of cis and trans unsaturated and saturated fatty acids have 
been studied focusing on their effect on two fundamental aspects of endothelial cell physiology, 
the progression of the cell cycle and the plasma membrane fluidity, involved in signal 
transduction to the inside of the cell. The results show that oleic acid induced endothelial cell 
proliferation, with no effect observed for elaidic and stearic acids. Oleic acid inhibited apoptosis 
induced by serodeprivation. The same effect, but with a lower magnitude, was observed for 
elaidic acid. On the contrary, stearic acid increased apoptosis induced by serodeprivation. 
Membrane fluidity studies showed that oleic acid significantly increased endothelial cells 
membrane fluidity, while quantitatively lower effects on this regard were observed for elaidic and 
stearic acids. 
In summary, these results indicate that fatty acid structure, as well as their unsaturation ratio, 
define the magnitude of their effects on the cell cycle as well as on plasma membrane fluidity in 
endothelial cells. 
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El endotelio forma el revestimiento celular interno de los vasos sanguíneos y linfáticos. Es 
un órgano metabólicamente muy activo que está implicado en muchos procesos fisiológicos y 
fisiopatológicos incluyendo, el control de tono vascular, la función de barrera y la adhesión de 
leucocitos e inflamación (Favero, Paganelli et al. 2014). 
El término endotelio fue acuñado en 1865 por el anatomista Wilhelm His, el cual diferenció el 
revestimiento interno de las cavidades corporales del epitelio. Definió como endotelio las 
células que revisten los vasos sanguíneos, linfáticos y las cavidades mesoteliales. Esta 
definición fue modificada posteriormente incluyendo solo las células internas que revisten los 
vasos sanguíneos y linfáticos. Actualmente el endotelio es considerado como la capa 
monocelular que separa todos los tejidos de la circulación sanguínea (Minami and Aird 2005; 
Gori, Dragoni et al. 2007).  
La estructura anatómica del endotelio es extremadamente simple y lineal, a pesar de que es 
un tejido muy complejo desde el punto de vista metabólico. Está formado por una monocapa de 
células escamosas de origen mesodérmico, la cual se origina y regenera a partir del tejido 
hematopoyético. En un adulto, la superficie del endotelio está compuesta por aproximadamente 
de 1 a 6 x 1013 células endoteliales, pesa aproximadamente 1 kg y cubre un área superficial de 
1 a 7 m2 (Augustin, Kozian et al. 1994). Las células endoteliales son generalmente planas, pero 
también pueden ser cúbicas en vénulas endoteliales altas (Girard and Springer 1995; Miyasaka 
and Tanaka 2004) y el espesor varía de menos de 0,1 µm en los capilares y venas a 1 µm en la 
aorta (Florey 1966; Aird 2007). 
El endotelio puede ser continuo o discontinuo. El endotelio continuo a su vez puede ser 
fenestrado ó no fenestrado. Las fenestraciones son poros transcelulares de aproximadamente 
70 nm de diámetro que se extienden a través de todo el espesor de la célula. La mayoría de las 
fenestraciones poseen un fino diafragma no membranoso de 5 a 6 nm en su apertura. El 
endotelio continuo se caracteriza por células endoteliales fuertemente unidas unas a otras y 
rodeadas por una membrana basal continua. El endotelio continuo fenestrado posee 
fenestraciones mientras que el endotelio discontinuo se caracteriza por la presencia de 
separaciones francas y una membrana basal pobremente formada. El endotelio continuo no 
fenestrado se encuentra en arterias, venas, y capilares del cerebro, piel, corazón y pulmón. El 
endotelio continuo fenestrado es característico de zonas con alta filtración o transporte 
transendotelial como capilares de glándulas exocrinas y endocrinas, mucosa gástrica e 
intestinal, plexo coroideo, glomérulos y túbulos renales (Aird 2007). El endotelio discontinuo se 
encuentra en ciertos lechos vasculares sinusoidales, especialmente en el hígado. En contraste 
al endotelio fenestrado continuo, las células endoteliales sinusoidales del hígado poseen 
grandes fenestraciones (100 a 200 nm de diámetro) que carecen de diafragma y contienen 
grandes poros circulares "gaps" entre las células (Aird 2007).  
La membrana de las células endoteliales está formada por una doble capa de fosfolípidos 
atravesada por proteínas complejas que actúan como receptores ó canales. Las células 
endoteliales poseen varias proteínas contráctiles como la actina, miosina, y tropomiosina. 
Algunas de estas proteínas están organizadas en una red cortical que rodea la superficie 
interna de la membrana y definen la forma y elasticidad de las células endoteliales. Las uniones 
asociadas a los filamentos de actina, definidas como sistema FAU, se localizan a nivel 
intercelular y su contracción y relajación controlan la dimensión y por lo tanto la forma del 
espacio intercelular, modulando el paso de solutos y macromoléculas entre la sangre y el 
espacio subendotelial. El sistema FAU está relacionado con las moléculas de adhesión 
intercelular, especialmente con la cadherina vascular endotelial, manteniendo un balance entre 
fuerzas adhesivas y contráctiles (Esper, Nordaby et al. 2006).  
Las células endoteliales poseen tres superficies: cohesiva, adhesiva y luminal. La superficie 
cohesiva es la situada entre las células endoteliales y facilita los procesos de transporte y 
consta de uniones intercelulares especializadas: uniones gap (en hendidura), tight (estrechas), 
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o de adherencia (Dejana, Corada et al. 1995; Pasyk and Jakobczak 2004). La unión estrecha 
está formada por la proteína de membrana ocludina que establece uniones transmembrana con 
proteínas del citoesqueleto de las células endoteliales, permite una estrecha e intensa unión 
entre ellas y su principal función es evitar la separación de las células endoteliales ante el 
estrés hemodinámico. La unión "gap" o tipo hendidura está constituida por la proteína conexina 
que forma estructuras tipo canal, favorece la comunicación directa de la luz vascular con el 
citoplasma de las células endoteliales y de estas con otras células, por ejemplo musculares 
lisas o leucocitos. Su principal función es permitir el intercambio moléculas de bajo peso 
molecular como iones y segundos mensajeros. La unión de adherencia formada por la proteína 
cadherina, promueve la adhesión entre las células endoteliales. Permite mantener cohesión y 
comunicación entre las células endoteliales y limitar la migración no fisiológica de elementos 
celulares desde la luz vascular hacia los tejidos (Morales Villegas 2011). La superficie adhesiva 
de las células endoteliales se une a la lámina basal y finalmente la superficie luminal del 
endotelio vascular está revestida por una capa de macromoléculas (proteínas, glucolípidos, 
glucoproteinas, y proteoglucanos) denominada glicocálix que regula el tráfico de las moléculas 
sanguíneas circulantes (Pasyk and Jakobczak 2004). 
Las células endoteliales y su núcleo están alineadas en dirección del flujo sanguíneo en los 
segmentos rectos de las arterias, pero no en los puntos de ramificación (Passerini, Polacek et 
al. 2004; Lupu, Westmuckett et al. 2005; Aird 2007). Cuando el flujo sanguíneo aumenta y 
también la tensión de cizallamiento (shear stress), las células endoteliales se aplanan y se 
alinean en dirección del flujo, mientras que cuando el flujo disminuye las células endoteliales 
aumentan su volumen y pierden su alineación (Esper, Nordaby et al. 2006). Las células 
endoteliales son sensibles a los cambios de tensión intravascular y pueden aumentar su rigidez 
después de un incremento de la presión intravascular. 
 
 
1.2-Funciones del endotelio 
Las células endoteliales responden a los estímulos físicos (shear stress, estiramiento y 
presión), estímulos químicos (pH), mediadores (sustancias liberadas por el sistema nervioso 
autónomo, hormonas, autacoides, citoquinas) sintetizando y liberando factores moduladores 
del tono vascular, permeabilidad vascular, angiogénesis, remodelación vascular, respuesta 
inflamatoria, y hemostasia (Barac, Campia et al. 2007). 
 
I. Regulación del tono vascular 
La mantención del tono vascular depende del equilibrio entre la acción de sustancias 
vasodilatadoras y vasoconstrictoras, que actúan sobre las células musculares lisas de la pared 
vascular. El endotelio juega aquí un importante papel, produciendo ambos tipos de sustancias. 
La alteración del equilibrio vasodilatación/vasoconstricción representaría un evento inicial en el 
desarrollo de la disfunción endotelial. 
 Factores vasodilatadores derivados del endotelio:  
Óxido nítrico (NO) 
El NO se genera a través de la conversión del aminoácido L-arginina en L-citrulina mediante 
el enzima NO sintasa (NOS) (Palmer, Ashton et al.). Se conocen 3 isoformas de NOS: NOS-I, 
NOS-II, NOS-III. La NOS-I o neuronal se encuentra predominantemente en el sistema nervioso. 
La NOS-II o iNOS se encuentra en macrófagos, neutrófilos y otras células inflamatorias. La 
NOS-III o eNOS se encuentra en células endoteliales, miocitos cardíacos, osteoclastos, 
osteoblastos y en células mesangiales renales en menor grado (Forstermann and Munzel 
2006). La activación de la eNOS depende de la concentración intracelular de Ca+2 y además es 
calcio-calmodulin dependiente. Además su activación requiere de nicotinamida adenina 
dinucleótido fostato (NADPH) y tetrahidrobiopterina como cofactores (Vanhoutte 2003). El NO 
puede ser sintetizado por las células endoteliales en respuesta a estímulos fisiológicos como la 
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tensión de cizallamiento (shear stress) ó estímulos químicos como la acetilcolina, ácido 
araquidónico y la 5-hidroxitriptamina (Pohl, Holtz et al. 1986; Vanhoutte 2003). Estas sustancias 
pueden liberar NO mediante la activación de receptores de membrana específicos de las 
células endoteliales (Celermajer 1997). La tensión de cizallamiento induce activación de la 
eNOS mediada por la fosforilación inducida por la serina/treonina proteina kinasa Akt/PKB 
(Dimmeler, Fleming et al. 1999). El NO difunde de la célula endotelial y puede afectar al 
músculo liso vascular mediante la activación de la guanilato ciclasa después de unirse al grupo 
hemo del enzima (Al-Sa'doni and Ferro 2000). La activación de esta enzima da lugar a un 
incremento de la producción de guanosín monofosfato cíclico (GMPc), activación de la protein 
kinasa dependiente de GMPc y fosforilación de los canales de K+ conduciendo a 
hiperpolarización y reducción de la concentración intracelular de Ca+2 (Lincoln, Komalavilas et 
al. 1994). Ese proceso resulta en la relajación de las células del músculo liso. Hay dos protein 
kinasas dependientes de GMPc (I y II), la tipo I media la vasodilatación y la inhibición de la 
agregación plaquetaria (Pfeifer, Klatt et al. 1998; Massberg, Sausbier et al. 1999). La actividad 
del GMPc termina con su conversión en GMP por fosfodiesterasas. El NO está implicado en la 
regulación la presión sanguínea y del tono vascular. La inhibición de la NOS causa 
vasoconstricción en la mayoría de los lechos vasculares e incrementa la presión sanguínea 
(Moncada, Palmer et al. 1991). El NO también participa en la homeostasis inmunológica 
vascular, es liberado hacia las células musculares lisas y hacia el lumen vascular. En muchos 
procesos patológicos como la diabetes, shock, inflamación, infarto e inflamación crónica se 
produce una incapacidad para sintetizar NO (Gross and Wolin 1995). El NO inhibe la adhesión 
y agregación plaquetaria y promueve la desagregación a través de un mecanismo dependiente 
de GMPc (Mendelsohn, O'Neill et al. 1990). El NO también inhibe la adhesión de leucocitos al 
endotelio (Kubes, Suzuki et al. 1991) y la migración y proliferación de células musculares lisas 
(Garg and Hassid 1989; Marks, Vita et al. 1995). Estos efectos biológicos hacen que el NO sea 
un componente importante de la prevención endógena de lesiones vasculares, inflamación y 
trombosis (eventos implicados en el proceso aterosclerótico) (Behrendt and Ganz 2002). 
Prostaciclina (PGI2) 
Otro importante vasodilatador derivado del endotelio es la PGI2 que fue descrita por primera 
vez en 1979 (Stankevicius, Kevelaitis et al. 2003) y se forma principalmente en células 
endoteliales a partir de ácido araquidónico a través de la ciclooxigenasa (Gryglewski 1983). La 
ciclooxigenasa-1 (COX-1) se expresa constitutivamente en células endoteliales y es la principal 
isoforma implicada en la producción de PGI2 (Gryglewski 1979). La fosfolipasa A2, la cual 
convierte los fosfolípidos de membrana en ácido araquidónico es el paso limitante en la síntesis 
de PGI2. La síntesis de PGI2 es un proceso Ca
+2 dependiente debido a que la fosfolipasa A2 es 
Ca+2 sensible (Chang, Musser et al. 1987). La PGI2 activa el receptor de prostaciclina (IP) 
(acoplado a proteína G) (Coleman, Smith et al. 1994) y causa relajación del músculo liso 
vascular a través de la estimulación de la adenilato ciclasa e incrementa los niveles 
intracelulares de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) (Celermajer 1997). La activación de la 
protein kinasa A disminuye la actividad quinasa de la cadena ligera de miosina conduciendo a 
la vasodilatación. La PGI2 también puede difundir a la sangre e inhibir la agregación plaquetaria 
(Radomski, Palmer et al. 1987). La acción de la PGI2 está estrechamente relacionada con los 
efectos del NO ya que la PGI2 potencia su liberación y el NO potencia el efecto de la PGI2 
sobre las células musculares lisas vasculares. El NO inhibe la fosfodiesterasa (enzima que 
degrada el AMPc) (Stankevicius, Kevelaitis et al. 2003). Por lo tanto el aumento de AMPc 
prolonga los efectos de la PGI2 sobre las células musculares lisas. 
Factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) 
En 1988, Taylor y Weston describieron un agente vasodilatador derivado del endotelio que 
era diferente del NO y de la PGI2. Producía vasodilatación por hiperpolarización de las células 
musculares lisas vasculares en presencia de inhibidores de la NOS y de la COX (Taylor and 
Weston 1988). En contraste, inhibidores de la ATPasa Na+/K+ o la despolarización de las 
células del músculo liso con elevadas concentraciones de K+ extracelular impiden la 
vasodilatación arterial. Se propone que el EDHF ejerce su efecto por aumento de la 
concentración de Ca+2 intracelular, que provoca la apertura de los canales de K+ sensibles al 
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Ca+2 produciéndose relajación de las células del músculo liso vascular (Nelson, Huang et al. 
1990). 
Ácidos epoxieicoxatrienoicos (EETs) 
Los metabolitos del ácido araquidónico producidos por el citocromo P-450 pueden difundir 
de la célula endotelial al músculo liso y actuar como el EDHF (Fisslthaler, Popp et al. 1999; 
Quilley and McGiff 2000). 
Uniones gap 
Algunos estudios proponen que las uniones gap mioendoteliales pueden mediar 
vasodilatación endotelial asociada con la hiperpolarización de las células musculares. Las 
uniones gap pueden facilitar el acoplamiento eléctrico entre las células endoteliales y las 
células musculares lisas y causan un acoplamiento bidireccional entre estas células (Emerson 
and Segal 2000). Por lo tanto la hiperpolarización inducida en las células endoteliales causa 
relajación de las células musculares lisas y la denudación del endotelio altera esta respuesta 
(Emerson and Segal 2001). 
Especies reactivas de oxígeno y peróxido de hidrógeno 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS), son moléculas derivadas de oxígeno; las más 
importantes son el superóxido (O2
•-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxil (OH
•). 
La generación de ROS ocurre bajo condiciones fisiológicas normales, no está restringida a 
condiciones patológicas. La enzima superóxido dismutasa (SOD) cataliza la transformación del 
superóxido en H2O2. Hay varias isoformas: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD o mitocondrial, y Fe-SOD que 
se localiza en las células endoteliales (Inoue, Watanabe et al. 1991). Además la catalasa o 
glutation peroxidasa también metaboliza el H2O2 en agua. El balance entre procesos oxidantes 
y antioxidantes regula la cantidad de ROS generadas por las células endoteliales y un 
desequilibrio entre estos dos procesos va a deteriorar la función endotelial. El anión superóxido 
reacciona con el NO y forma peroxinitrito (ONOO-) (Beckman, Beckman et al. 1990) que altera 
la función endotelial. Sin embargo, hay evidencias que sugieren que la ROS H2O2 tiene un 
efecto relajante directo (Wei, Kontos et al. 1996; Barlow, El-Mowafy et al. 2000). Los radicales 
de oxígeno se forman en las células endoteliales en respuesta a incrementos en la presión 
sanguínea y a activación por agonistas endoteliales (Stankevicius, Kevelaitis et al. 2003). Las 
ROS secretadas por las células endoteliales generadas por las enzimas NADPH oxidasa y la 
xantina oxidoreductasa desacoplan la NO sintasa y el citocromo P450. Hay numerosos 
estudios que demuestran que las ROS tienen efectos relajantes en las células musculares lisas 
vasculares (Ellis and Triggle 2003). El peróxido de hidrógeno se forma a partir del superóxido 
por la superóxido dismutasa. Algunos estudios demostraron que el peróxido de hidrógeno 
actúa como el EDHF. La relajación mediada por las ROS se asume que puede estar directa o 
indirectamente relacionada con la activación de los canales de potasio. El H2O2 puede alterar 
muchos de los mecanismos de transporte relacionados con el calcio intracelular, resultando en 
una elevación de la concentración intracelular de Ca+2 en las células endoteliales (Kimura, 
Maeda et al. 1992). Este incremento del Ca+2 citosólico puede ser suficiente para abrir los 
canales de potasio activados por Ca+2, provocando una respuesta vasodilatadora (Barlow and 
White 1998). 
 Factores vasoconstrictores derivados del endotelio: 
Endotelina-1 (ET-1) 
La ET-1 se sintetiza en varios tipos de células, incluyendo las células endoteliales. Hay tres 
tipos de ET, pero las células endoteliales producen solo ET-1 (Inoue, Yanagisawa et al. 1989). 
El precursor de ET-1 es la preproendotelina-1. La escisión de la preproendotelina-1 por 
endopeptidasas genera proendotelina-1 (Big-ET-1), la cual es convertida en ET-1 por la enzima 
convertidora de ET-1 (Brown, Barnes et al. 2000). La ET-1 es un potente vasoconstrictor 
(Herrmann and Lerman 2001), y debido a su corta vida media (Anggard, Galton et al. 1989), 
este péptido actúa principalmente como un vasoregulador local. La ET-1 es liberada en 
respuesta a estímulos como la hipoxia, adrenalina (Boulanger and Luscher 1990), shear stress 
e isquemia (Cines, Pollak et al. 1998). Se une a dos tipos de receptores acoplados a proteínas 
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G, el receptor ETA, que está localizado en las células musculares lisas vasculares y media 
efectos vasoconstrictores y mitogénicos, y el receptor ETB, localizado en las células endoteliles 
y que media vasodilatación por activación de la producción de NO y de PGI2 (Boulanger and 
Luscher 1990; Herrmann and Lerman 2001).  
El efecto vasoconstrictor de la ET-1 está asociado con el incremento de la concentración de 
Ca+2 en los miocitos vasculares. Cuando la ET-1 se une al receptor ETA acoplado a proteína G, 
causa activación de la fosfolipasa C, que transforma el fosfatidilinositol 4,5-bifostato (PIP2) en 
inositol1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 libera Ca
+2 de los almacenes 
intracelulares y el DAG aumenta el flujo de entrada de Ca+2 desde el exterior celular (Pernow, 
Kaijser et al. 1996; Kiely, Cargill et al. 1997). 
El efecto vasodilatador de la ET-1 está mediado por el receptor ETB localizado en la 
superficie de las células endoteliales. La activación del receptor ETB provoca la activación de la 
fosfolipasa A2 citosólica y la síntesis de otros factores derivados del endotelio como PGI2 
(Molnar and Hertelendy 1995). Además el receptor ETB también modula la formación de NO 
teniendo así un efecto protector contra la vasoconstricción excesiva (Giardina, Green et al. 
2001). 
Prostaglandinas vasoconstrictoras 
Las células endoteliales liberan prostaglandina H2 (PGH2) y tromboxano A2 (TXA2) como 
factores de contracción derivados del endotelio. La PGH2, que deriva del ácido araquidónico, es 
el precursor de todos los prostanoides incluyendo el TXA2 (Stankevicius, Kevelaitis et al. 2003). 
El ácido araquidónico se libera de los fosfolípidos de membrana por acción de la fosfolipasa A2. 
La COX-1 y COX-2 convierten el ácido araquidónico en PGH2, la cual es convertida en TXA2 
por la acción de la TX sintasa. La PGH2 y el TXA2 provocan vasoconstricción reduciendo las 
concentraciones intracelulares de AMPc en las células musculares lisas vasculares (Halushka, 
Mais et al. 1989) y/o incrementando los niveles de Ca+2 citosólico (Smith, Coleman et al. 1994). 
20-hidroxieicosatetraenoico (20-HETE) 
Uno de los principales metabolitos del ácido araquidónico es el 20-hidroxieicosatetraenoico 
(20-HETE). Algunas evidencias sugieren que el 20-HETE tiene un papel central en la 
regulación de la función vascular pulmonar y renal (Makita, Falck et al. 1996; McGiff and Quilley 
1999; Gebremedhin, Lange et al. 2000). La elevación de Ca+2 citoplasmático activa la 
fosfolipasa A2, la cual convierte el ácido araquidónico en 20-HETE. El 20-HETE inhibe los 
canales KCa en las células musculares lisas vasculares promoviendo la despolarización de la 
membrana, la entrada de Ca+2 y la vasoconstricción (Gebremedhin, Lange et al. 2000). El 
bloqueo de su formación afecta a la autorregulación del flujo sanguíneo cerebral y elimina la 




La hemostasia está mediada por un balance de factores procoagulantes y anticoagulantes. 
Bajo condiciones normales hay un balance entre las propiedades protrombóticas y 
antitrombóticas del endotelio. La alteración de la función endotelial por varios estímulos puede 
contribuir a la pérdida del estado antitrombótico de las células endoteliales conduciendo a 
varias patologías. El endotelio sintetiza trombomodulina, una glicoproteína que se sitúa en la 
cara luminal del endotelio y actúa como receptor endotelial de la trombina. La trombina al 
unirse a la trombomodulina pierde su capacidad hemostática y activa la proteína C, que a su 
vez inhibe los factores de coagulación V y VIII (Walker, Sexton et al. 1979). Además la unión de 
la trombomodulina a la trombina previene la formación de fibrina y la activación plaquetaria por 
la trombina (Gross and Aird 2000). El endotelio también produce proteína S, un cofactor de la 
proteína C, reforzando así su acción anticoagulante. El EDHF contribuye a mantener la carga 
electronegativa de la superficie endotelial gracias a la cual se previene el depósito de las 
plaquetas activadas. Las nucleotidasas producidas en las células endoteliales degradan 
rápidamente el ADP producido por las plaquetas activadas que estimula la activación y la 
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agregación plaquetaria (González 1997; Drexler 1998). En presencia de un endotelio normal, 
las plaquetas circulan sin adherirse a la pared vascular. La producción de PGI2 y NO son 
importantes para la prevención de la adhesión y agregación plaquetaria (Mendelsohn, O'Neill et 
al. 1990) a través de un incremento en AMPc y GMPc en el citoplasma de las plaquetas 
respectivamente. 
Cuando el endotelio sufre una lesión, esta actividad anticoagulante y antiplaquetaria 
disminuye, y aumenta la expresión de moléculas que llevan a la activación plaquetaria y la 
activación de la cascada de la coagulación para reparar el daño vascular. El factor de 
vonWillebrand (vWF) se expresa en la superficie de las células endoteliales e interacciona con 
las plaquetas iniciando la adhesión y agregación plaquetaria. También aumenta la expresión 
del factor tisular y del inhibidor del activador del plasminógeno (PAI) que desencadenan la 
activación de la cascada de la coagulación (Mendelsohn, O'Neill et al. 1990; Aird 2005; 
Verhamme and Hoylaerts 2006).  
 
III. Inflamación y respuesta inmune 
Las células endoteliales producen numerosos mediadores inflamatorios, expresan moléculas 
de adhesión celular y también sufren algunos cambios morfológicos durante la inflamación. Por 
lo tanto, estas células pueden ser blanco de mediadores inflamatorios y leucocitos durante la 
inflamación. La inflamación sistémica puede inducir una respuesta inflamatoria por parte de las 
células endoteliales. Dicha respuesta puede ser causada por factores de riesgo como la 
hipercolesterolemia, la hipertensión arterial, el tabaco, la diabetes, etc. La adhesión de 
leucocitos al endotelio es un evento clave en la inflamación y resulta en la migración 
leucocitaria trans-endotelial hacia los sitios de inflamación (Carlos and Harlan 1994). El 
endotelio estimulado por las citocinas expresa glicoproteínas de adhesión en su superficie 
(Ross 1993), y aumenta la expresión de moléculas de adhesión, facilitando el reclutamiento de 
células inmunes de la sangre hacia los tejidos. Las células endoteliales activadas también 
pueden producir citocinas como las interleucinas (IL) IL-1 o IL-6, y poderosos mediadores 
vasoactivos como el factor activador plaquetario, que potencian las respuestas inmunes e 
inflamatorias. Las glicoproteínas adhesivas son miembros de la familia de las selectinas 
(selectina E y selectina P) y de la superfamilia de las inmunoglobulinas (molécula 1 de 
adhesión de plaquetas a células endoteliales o platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 
(PECAM-1), moléculas de adhesión intercelular (ICAM) y molécula 1 de adhesión de células 
vasculares (VCAM-1) (Albelda, Smith et al. 1994). Cuando dichas glicoproteínas se expresan 
en la superficie de las células endoteliales son reconocidas por integrinas presentes en la 
superficie de los leucocitos, se unen a la superficie endotelial y migran hacia el interior de la 
pared vascular a través de las uniones entre células endoteliales. Este proceso se ve influido 
por moléculas reguladoras del crecimiento y sustancias quimioatrayentes liberadas tanto por 
las células endoteliales como por los leucocitos adheridos, por ejemplo, interleucinas (IL-8) 
(Matsushima and Oppenheim 1989), leucotrienos, factor de crecimiento derivado de las 
plaquetas (PDGF), proteína 1 quimiotáctica de monocitos (MCP-1) o PECAM-1. La MCP-1, 
además de inducir la liberación de histamina y leucotrienos como la IL-8 (Taub and Oppenheim 
1993), atrae a linfocitos CD4+ y CD8+ hacia el lugar de inflamación, y puede estimular la 
liberación de citocinas inflamatorias como IL-1 y IL-6 a partir de los monocitos. 
El endotelio también sufre cambios morfológicos durante la inflamación que conducen al 
incremento de la permeabilidad vascular y filtraciones. Las filtraciones vasculares son producto 
de la contracción y retracción de las células endoteliales. Adicionalmente, las células 
endoteliales liberan los vasodilatadores NO y PGI2. La vasodilatación incrementa la 
permeabilidad vascular de manera indirecta. Los leucocitos interactúan con la pared vascular y 
los anticuerpos anti-células endoteliales producen daño endotelial y un aumento en la 
permeabilidad vascular. Los mediadores de este proceso son intermediarios reactivos del 
oxígeno y algunas metaloproteinasas de la matriz extracelular (Varani, Ginsburg et al. 1989). 
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IV. Permeabilidad endotelial 
El endotelio forma una barrera semipermeable entre la sangre y los tejidos circundantes. El 
control de la transferencia de solutos y macromoléculas dentro y fuera de la sangre a través de 
la pared de los vasos sanguíneos es otra función importante del endotelio. La función barrera 
depende de la integridad de la estructura endotelial, dicha estructura se ve afectada por 
cambios en el citoesqueleto, en los complejos de unión célula-célula y el acoplamiento de 
células a la matriz extracelular y a la membrana basal. Una regulación adecuada de estas 
estructuras y eventos mantiene una baja permeabilidad selectiva para fluidos y solutos en 
condiciones fisiológicas normales.  
La disfunción de la barrera endotelial se produce durante la estimulación por agentes 
inflamatorios, patógenos, células sanguíneas activadas o estados de enfermedad, y se 
caracteriza por el flujo excesivo de plasma a través de la pared endotelial de los tejidos 
circundantes (Komarova and Malik 2010).  
La permeabilidad se puede diferenciar en permeabilidad basal, la cual se produce a nivel de 
los capilares, el principal lugar de intercambio vascular, y permeabilidad inducida asociada con 
la inflamación, que implica predominantemente vénulas post-capilares. Mientras que los fluidos 
y solutos pequeños, se mueven pasivamente utilizando la ruta paracelular, las macromoléculas 
utilizan la vía transcelular movilizándose a través de portadores vesiculares de membrana 
como las caveolas o a través de un grupo de vesículas vacuolares (VVOs, vesicle-vacuolar 
organelle) interconectadas, que forman una estructura de canal de 80 a 200 nm de diámetro 
que atraviesa el interior celular. El transporte transcelular de macromolélas puede ser 
dependiente de receptor (transcitosis mediada por receptor) como ocurre por ejemplo en el 
caso de la albúmina, o independiente (transcitosis en fase fluida) (Minshall and Malik 2006; Aird 
2007; Yuan and Rigor 2010).  
 Vía transcelular. 
La ruta transcelular o transcitosis, permite el paso de macromoléculas, como las proteínas 
plasmáticas, a través del endotelio. Este proceso es esencial para el transporte de la albúmina, 
de ligandos unidos a albúmina y de hormonas, así como para regular la presión oncótica en el 
endotelio (Komarova and Malik 2010). En el endotelio existen mecanismos de transcitosis 
específicos que facilitan el paso de macromoléculas del torrente sanguíneo a través de las 
células endoteliales hacia el espacio subendotelial, para cubrir las necesidades metabólicas de 
las células del tejido circundante. Las células endoteliales expresan los transportadores de 
glucosa GLUT-1 y GLUT-4, siendo GLUT-1 la isoforma más abundante. La regulación de la 
expresión del GLUT-4 es un proceso esencial en la regulación del transporte de glucosa y es 
particularmente importante en la diabetes y la hipoxemia (Mann, Yudilevich et al. 2003). El 
endotelio también posee múltiples sistemas de transporte para aminoácidos, siendo el sistema 
transportador de aminoácidos catiónicos el más importante ya que se usa para el transporte de 
L-arginina, sustrato para la síntesis de NO. Este transporte de L-arginina puede ser estimulado 
por citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-α), lo que supone un incremento de la 
producción de NO (Bogle, MacAllister et al. 1995).  
El transporte transcelular implica caveolas de membrana y citosólicas que migran a través 
de las células endoteliales capilares y transportan macromoléculas desde la sangre al 
intersticio. El mecanismo por el que se produce consiste en una endocitosis, seguida de 
transcitosis a través de la célula y exocitosis en la membrana basolateral. La endocitosis y la 
exocitosis son mediadas por las caveolas las cuales, mediante la formación de vesículas, son 
capaces de transportar fluidos y solutos a través del interior celular (Yuan and Rigor 2010).  
Las caveolas son microdominios de membrana ricos en colesterol y glucoesfingolípidos 
recubiertos en la superficie citoplasmática con la proteína caveolina-1(Rothberg, Heuser et al. 
1992). Son componentes estructurales característicos de las células endoteliales y pueden 
constituir hasta el 15% de su volumen. Numerosas moléculas de señalización, como las 
proteínas G, quinasas, eNOS o canales iónicos se asocian con la caveolina-1 (Garcia-Cardena, 
Fan et al. 1996; Lockwich, Liu et al. 2000; Absi, Burnham et al. 2007). Por lo tanto, la caveolina-
1, a través de la regulación de las interacciones proteína-proteína, concentra moléculas de 
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señalización y optimiza sus funciones (Minshall and Malik 2006). El evento de señalización 
clave en la regulación de la transcitosis es la fosforilación dependiente de Src de la tirosina de 
la caveolina-1 que inicia la fisión de la vesícula unida a la membrana y a continuación se 
produce la endocitosis, la transmigración de la vesícula a través del interior celular a la cara 
basolateral (transocitosis), probablemente mediante interacciones con los microtúbulos (Liu, 
Magnusson et al. 1993; Minshall and Malik 2006; Yuan and Rigor 2010). Al llegar a la 
membrana diana, las vesículas se unen a proteínas de acoplamiento y se fusionan con la 
membrana basolateral o con VVOs en el interior de la célula. Una vez se fusionan tanto a 
VVOs o a la membrana basolateral, las vesículas pueden realizar la exocitosis, liberando su 
contenido al tejido circundante (Predescu, Predescu et al. 2007). Sin embargo, todavía se 
desconoce qué solutos son depositados por las vesículas en las VVOs y en qué medida esto 
contribuye a la permeabilidad basal o estimulada para cualquier soluto en particular(Dvorak, 
Brown et al. 1995; Yuan and Rigor 2010). 
Además, existe un mecanismo alternativo para facilitar el paso transcelular de fluido a través 
de canales transmembrana de agua denominados acuaporinas (Levick and Michel 2010). Las 
acuaporinas son proteínas integrales de membrana expresadas en las células endoteliales que 
permiten el flujo difusivo de agua a través de la membrana celular. Sin embargo, en muchos 
tejidos se cree que la contribución de las acuaporinas al paso de solutos y macromoléculas es 
menor o insignificante (Renkin and Curry 1978). 
Cuando se compara con el endotelio continuo, la permeabilidad en el endotelio fenestrado al 
agua y solutos pequeños está aumentada pero el transporte transcelular de macromoléculas es 
similar. En el endotelio discontinuo sinusolidal, pequeños solutos, agua y macromoléculas 
difunden a través de las uniones gaps. Estas células endoteliales poseen clatrina revistiendo la 
unión gap, lo que puede contribuir a la transcitosis (Aird 2007). 
 Vía paracelular  
La vía paracelular es responsable de la filtración de fluido sanguíneo y proteínas a través del 
endotelio microvascular en condiciones fisiopatológicas. En los microvasos de ciertos órganos 
como el riñón y el hígado, entre las células endoteliales hay discontinuidades o fenestraciones 
que son suficientemente grandes para permitir el paso de grandes moléculas o proteínas 
(Michel and Curry 1999). En otros órganos, las células endoteliales se fusionan entre sí 
mediante uniones intercelulares o poros que permiten selectivamente el paso de agua, 
macromoléculas, y células sanguíneas a su través. La integridad estructural y funcional de 
estas uniones es determinante para la permeabilidad paracelular. Las uniones de adherencia y 
estrechas actúan como estructuras barrera en el endotelio (Mehta and Malik 2006; Komarova 
and Malik 2010). Las uniones de adherencia se encuentran en casi toda la microvasculatura, 
son impermeables a la albúmina y grandes proteínas, y por lo tanto actúan como una barrrera a 
macromoléculas en muchos órganos y tejidos (Simionescu, Simionescu et al. 1978; Mehta and 
Malik 2006). Sin embargo, las uniones estrechas son menos comunes en la microvasculatura, 
expresándose en algunos tejidos especializados como en el cerebro ó la retina (Hawkins and 
Davis 2005). Impiden el paso de moléculas mucho más pequeñas y restringen el paso de 
iones.  
Las propiedades de barrera de las uniones de adherencia y estrechas son debidas a las 
interacciones de las glicoproteínas integrales de membrana entre células endoteliales vecinas. 
Los dominios extracelulares de las proteínas de unión presentes en la superficie de las células 
endoteliales se unen entre si y forman un sello, restringiendo el paso de moléculas entre las 
células (paracelular). 
Sin embargo las uniones gap, las fenestraciones y el endotelio discontinuo no se consideran 
determinantes de la permeabilidad paracelular. Las uniones gap están constituidas por seis 
unidades de conexina que forman un canal que conecta el citosol de células endoteliales 
vecinas, lo que permite la rápida propagación de moléculas de señalización (por ejemplo, Ca+2) 
entre las células (Koval and Battacharya 2006). Así, aunque las uniones comunicantes pueden 
participar indirectamente en la regulación de la permeabilidad endotelial promoviendo la 
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comunicación célula-célula, no proporcionan función de barrera per se. El endotelio de algunos 
tejidos como el riñón, el intestino o el plexo coroideo posee fenestraciones de 50-60 nm de 
diámetro. Otros tejidos, como el hígado o el bazo, poseen un endotelio discontinuo con huecos 
de 100 nm que permiten el paso de grandes solutos (Levick 2010). Este tipo de uniones son 
estructuras especializada en tejidos responsables de la absorción de nutrientes, la 
desintoxicación y la eliminación de desechos tóxicos. 
En el endotelio en condiciones basales, las uniones entre las células endoteliales son 
impermeables a las macromoléculas. Las uniones estrechas y de adherencia interactúan con el 
citoesqueleto de actina endotelial y establecen una barrera restrictiva a las macromoléculas. 
Sin embargo, en la inflamación aguda o crónica, la isquemia-reperfusión, la aterosclerosis, la 
sepsis, la diabetes, la lesión térmica, la angiogénesis tumoral o la metástasis, los mediadores 
como histamina, serotonina, trombina, bradiquinina, sustancia P, factor activador de plaquetas 
(PAF), citoquinas, factores de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF) y ROS inducen retracción de las células endoteliales, lo que aumenta el espacio 
intercelular y por consiguiente la permeabilidad a solutos y proteínas plasmáticas. Las 
alteraciones de la función de barrera endotelial conducen a una anormal extravasación de 
líquido y macromoléculas, lo que conlleva formación de edema y disfunción tisular. Éste, es el 
primer paso que ocurre en la inflamación no sólo a nivel de las vénulas post-capilares, sino 
también en respuesta a VEGF a nivel de arteriolas y capilares (Feletou, Bonnardel et al. 1996; 
van Hinsbergh 1997; Michel and Curry 1999; Feletou, Staczek et al. 2001; Feletou, Boulanger 
et al. 2003). El edema se desarrolla cuando la extravasación de plasma excede a su 
reabsorción y a la capacidad del sistema linfático para eliminar los fluidos del espacio 
intersticial. 
La integridad de la barrera endotelial es determinada no sólo por las fuerzas de unión que 
acoplan las células endoteliales unas a otras y a la matriz extracelular, sino también por la 
forma de las células endoteliales. La activación de la actina-miosina regula la función contráctil 
de las células endoteliales, este proceso es activado por mediadores inflamatorios. La tracción 
ejercida puede interferir con las uniones celulares provocando la retracción de las células 
endoteliales (Sandoval, Malik et al. 2001; Minshall and Malik 2006). Este es un proceso 
dinámico y reversible (Feletou, Bonnardel et al. 1996; Feletou, Staczek et al. 2001). 
Las uniones adherentes se han identificado en casi todos los tipos de lechos vasculares, 
especialmente en la microvasculatura periferica. La cadherina vascular endotelial (VE-
cadherina) es la principal proteína estructural de las uniones adherentes, es un receptor 
transmembrana. Su dominio extracelular se une al dominio extracelular de otra VE-cadherina 
de la célula endotelial adyacente mediante la formación de un enlace homotípico. La unión 
intermolecular de los dominios extracelulares de VE-cadherina es dependiente del Ca+2 
extracelular. El Ca+2 se une la carga negativa de los residuos de aminoácidos en el dominio 
extracelular de la VE-cadherina promoviendo la conformación necesaria para que la VE-
cadherina lleve a cabo la unión homotípica (Rudini and Dejana 2008). Intracelularmente, la VE-
cadherina está conectada al citoesqueleto de actina a través de las cateninas (α, β, γ y p-120 
cateninas). La VE-cadherina se une directamente a β-catenina y γ-catenina, las cuales se 
conectan con la actina a través de la α-catenina. La conexión con el citoesqueleto de actina se 
estabiliza por la unión de otras proteínas como α-actinina, vinculina, y p-120 catenina. La 
estabilidad de la VE-cadherina-catenina-citoesqueleto es esencial para el mantenimiento de la 
función de la barrera endotelial (Vincent, Xiao et al. 2004; Sallee, Wittchen et al. 2006).  
Además de la VE-cadherina y cateninas, en la uniones intercelulares están presentes otras 
proteínas que se pueden asociar o interactuar con las uniones adherentes, como la E-
cadherina, moléculas de unión adhesión (JAM), y la molécula de adhesión celular plaquetaria 
endotelial (PECAM-1). La contribución específica de estas proteínas endoteliales a las 
propiedades barrera no está clara. Las JAM pueden unirse a la zona occludens 1 (ZO-1), una 
proteína que conecta las proteínas de las uniones estrechas a la α-catenina, a moléculas de 
señalización y a proteínas que estabilizan el citoesqueleto de actina. La PECAM-1 se une a las 
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integrinas en leucocitos y puede facilitar la transmigración de leucocitos a través del endotelio 
microvascular. 
Las uniones estrechas endoteliales son similares a las adherentes, pero se componen de 
interacciones de las proteínas de uniones estrechas: ocludina, claudina y JAM-A (Hawkins and 
Davis 2005; Mehta and Malik 2006). La ocludina y claudina son proteínas integrales de 
membrana con cuatro dominios transmembrana y dos dominios extracelulares. Los dominios 
extracelulares forman una unión homotípica con los dominios extracelulares de células 
endoteliales adyacentes. JAM-A pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Es una 
proteína transmembrana que también forma interacciones homotípicas entre células 
endoteliales vecinas. La ocludina, claudina y JAM-A están conectadas al citoesqueleto de 
actina a través de la proteína zona occludens (ZO-1, ZO-2) y α-catenina. Además de conectar 
las proteínas de unión al citoesqueleto, las proteínas ZO actúan como moléculas de 
señalización en las uniones estrechas (Hawkins and Davis 2005; Shen, Wu et al. 2009). 
Las adhesiones focales son puntos de unión entre la membrana basolateral del endotelio y 
la matriz extracelular (MEC) circundante de la pared vascular (Wu 2005). Sus principales 
componentes estructurales son los receptores transmembrana denominados integrinas. Las 
integrinas son una familia de glicoproteínas expresadas como heterodímeros α / β, cuyo 
dominio intracelular interactúa con el citoesqueleto, ya sea directa o indirectamente a través de 
proteínas de enlace (paxilina, talina, vinculina o α-actinina). Su dominio extracelular se une a 
proteínas de la matriz, tales como fibronectina, vitronectina, colágeno, fibrinógeno o laminina. 
La organización molecular de las integrinas varía dependiendo del estado químico y físico de 
las matrices extracelulares (Yuan and Rigor 2010). La unión de las integrinas a la matriz 
extracelular es esencial para el establecimiento y la estabilización de las barreras endoteliales 
(del Zoppo and Milner 2006). Las adhesiones focales ayudan a mantener las propiedades 
fisiológicas normales de la barrera endotelial, su ensamblaje y actividad. Además, median las 
respuestas de hiperpermeabilidad bajo condiciones de estimulación en presencia de factores 
angiogénicos, mediadores de la inflamación, o fuerzas físicas (Yuan and Rigor 2010). Los 
mecanismos precisos por los cuales las adhesiones focales contribuyen al mantenimiento de la 
función de barrera endotelial y las respuestas de hiperpermeabilidad ante una estimulación no 
se comprenden en su totalidad (Wu 2005). Se ha sugerido que varias señales químicas y 
físicas pueden ser detectadas y coordinadas en los contactos focales célula-matriz, en donde 
las integrinas desempeñan un papel fundamental en la señalización cruzada transmembrana 
entre las células y la MEC. En este contexto, las adhesiones focales son dominios tipo balsa 
lipídica que contienen proteínas estructurales que se unen a múltiples moléculas de 
señalización intracelulares. Por una parte, las interacciones MEC-integrina inducen 
señalización hacia el interior celular que puede contribuir al mantenimiento de la integridad de 
la barrera endotelial. Por otra parte, la unión agonista-receptor inicia eventos de señalización 
hacia el exterior celular que modulan las adhesiones integrina-MEC. Estas respuestas alteran 
la fuerza de estas interacciones y, en el peor de los casos, producen el desensamblaje de las 
adhesiones focales pudiendo producirse hasta la separación de células de la MEC. Las 
adhesiones focales alteradas también pueden interferir con el mantenimiento de la tensión 
normal del citoesqueleto requerida para el mantenimiento de las propiedades de la barrera 
basales. En respuesta a ciertos estímulos, como la histamina, tanto el número como la fuerza 
de las uniones integrina-matriz se ve incrementada. Esto puede contribuir a la 
hiperpermeabilidad a través de la transducción de fuerzas contráctiles del citoesqueleto a las 
uniones célula-célula produciendo la apertura la barrera endotelial (Yuan and Rigor 2010). 
Hay varios factores endoteliales que pueden modular la permeabilidad endotelial, por 
ejemplo la inhibición de la producción basal de NO disminuye la permeabilidad a través del 
endotelio. El aumento de ET-1, angiotensina II y citocinas inflamatorias como el TNF e IL-1 
también contribuyen a incrementar la permeabilidad a través del endotelio vascular (Toborek 
and Kaiser 1999). 
Los mediadores inflamatorios como la trombina y la histamina incrementan la permeabilidad 
en cuestión de minutos. El posible mecanismo de modulación de la permeabilidad incluye la 
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fosforilación de proteínas implicadas en la organización de las uniones endoteliales con la 
consiguiente contracción actina-miosina y un incremento de la unión gap interendotelial. De 
este modo se producen cambios en el transporte de macromoléculas a través de las uniones 
endoteliales. Éste es el principal mecanismo para incrementar la permeabilidad endotelial al 




En condiciones normales las células endoteliales modulan la función vascular ejerciendo un 
tono vasodilatador, controlando el intercambio entre los compartimentos extra e intravascular, 
inhibiendo la activación y agregación plaquetaria, la trombogeneidad de la sangre, la adhesión 
de leucocitos a las células endoteliales, y la proliferación y crecimiento de las células del 
músculo liso (Jaffe 1996; Gibbons 1997). Para que el endotelio pueda ejercer estas funciones 
es necesaria la integridad anatómica y funcional del mismo. En presencia de factores de riesgo 
cardiovascular como la hipercolesterolemia, la hipertensión, la diabetes, el tabaquismo, el 
envejecimiento o la menopausia, se alteran drásticamente estas funciones. En estas 
condiciones se pierde el papel homeostático que ejerce el endotelio sobre la función vascular 
como consecuencia de cambios en el patrón de producción y liberación de factores vasoactivos 
derivados de éste; se produce una disminución de NO y un aumento de ET-1 (Kawashima and 
Yokoyama 2004; Sudano, Spieker et al. 2006; Sudano, Virdis et al. 2007). Esta situación de 
desequilibrio se denomina disfunción endotelial (Haynes and Webb 1998; Mombouli and 
Vanhoutte 1999) y se manifiesta con una predisposición de las paredes vasculares a una 
reducción de la respuesta vasodilatadora dependiente del endotelio, una mayor respuesta 
vasoconstrictora, adhesión de leucocitos, activación de plaquetas, estrés oxidativo, trombosis, 
coagulación, inflamación y a un incremento de la permeabilidad vascular que puede facilitar el 
desarrollo de aterosclerosis (Badimon, Badimon et al. 1992; Badimon and Martinez-Gonzalez 
2002; Verma and Anderson 2002; Badimón and Martínez-González 2003; Verma, Buchanan et 
al. 2003; Badimon, Martinez-Gonzalez et al. 2006). La disfunción endotelial está asociada a un 
gran número de patologías, como por ejemplo diabetes (Avogaro, Albiero et al. 2011), 
hipertensión arterial (Li, Zhao et al. 1997), hipercolesterolemia (de las Heras, Cediel et al. 
2003), aterosclerosis (Vanhoutte 1991) e insuficiencia cardíaca (Kubo, Rector et al. 1991; 
Buikema, van Gilst et al. 1993). 
La disfunción endotelial se produce como consecuencia de la respuesta compensatoria del 
endotelio vascular a las agresiones provocadas por diferentes factores aterogénicos (flujo 
sanguíneo turbulento, hipertensión arterial, diabetes mellitus, dislipemia, tóxicos como el 
tabaco, microorganismos como la Chlamydia pneumoniae, inmunocomplejos) (Gimbrone, 
Nagel et al. 1997). Estos factores producen un daño endotelial que conduce a la disfunción y 
muerte celular por apoptosis (Shi, Haberland et al. 2000). Independientemente del agente 
nocivo, el endotelio responderá en primer lugar con un aumento de permeabilidad y la 




Las complicaciones de la aterosclerosis son la principal causa de muerte en las sociedades 
occidentales (Glass and Witztum 2001). Arterosclerosis es un término genérico que se refiere al 
engrosamiento y al endurecimiento de las arterias, independientemente de su tamaño. Cuando 
afecta a las arterias de mediano y gran calibre se denomina aterosclerosis. La aterosclerosis es 
un proceso inflamatorio crónico que afecta a las arterias de diferentes lechos vasculares y se 
caracteriza por el engrosamiento de la capa íntima y media con pérdida de la elasticidad. Su 
lesión básica es la placa de ateroma compuesta fundamentalmente de lípidos, tejido fibroso y 
células inflamatorias y pasa por diferentes estadios (Stary, Chandler et al. 1995). Generalmente 
se complica mediante la fisura, la erosión o la rotura de la placa y la formación de un trombo en 
su superficie, lo que facilita su crecimiento y la aparición de isquemia o necrosis. Este hecho 
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causa parte de sus manifestaciones clínicas. Se trata de una enfermedad sistémica que afecta 
a arterias de diferentes localizaciones simultáneamente pero con diferente grado de progresión. 
Tiende a asentarse en las arterias que irrigan el corazón (coronarias), el cerebro (carótidas, 
vertebrales y cerebrales) y las extremidades inferiores (ilíacas y femorales). Por lo tanto, la 
presencia de afectación vascular en una localización concreta se asocia con un mayor riesgo 
de desarrollarla en otros lechos vasculares (Viles-Gonzalez, Fuster et al. 2004). Sus 
manifestaciones clínicas dependen del lecho vascular afectado. En las coronarias se manifiesta 
por la aparición de síndrome coronario agudo, infarto agudo de miocardio o muerte súbita. En 
el cerebro cursa clínicamente como un accidente cerebrovascular agudo o como un accidente 
isquémico transitorio, y los episodios repetidos pueden desembocar en una demencia 
multiinfarto. En las arterias periféricas, la expresión clínica es la claudicación intermitente o la 
isquemia aguda de los miembros inferiores. Estas manifestaciones clínicas se pueden 
presentar de forma crónica por estenosis de la luz arterial como en la angina estable o en la 
claudicación intermitente, o de forma aguda, por la súbita rotura de la placa y la formación de 
un trombo como sucede en los síndromes coronarios agudos o en los ictus isquémicos (Lahoz 
and Mostaza 2007). 
El inicio de la enfermedad se localiza preferentemente en las bifurcaciones y curvaturas de 
las arterias, donde el flujo es turbulento y oscilante y el las fuerzas de cizallamiento bajas (<6 
din/cm2), lo que provoca una disminución de la producción de NO, con el consiguiente aumento 
de la permeabilidad endotelial, de la expresión de moléculas de adhesión y de citoquinas 
inflamatorias como el TNF-α (Berk, Abe et al. 2001). En estas zonas, las condiciones 
hemodinámicas junto con los factores de riesgo cardiovascular  van a provocar la disfunción del 
endotelio vascular siendo ésta la primera etapa de la formación de la lesión aterosclerótica 
(Figura 1) que consiste, como se ha descrito previamente, en un aumento de la permeabilidad 
endotelial, acompañado de un aumento en la migración y adhesión de leucocitos; ésto permite 
la entrada de lipoproteínas y de otros constituyentes del plasma a la pared arterial, así como la 
acumulación en la matriz subendotelial de colesterol procedente de las lipoproteínas de baja 
densidad (LDLc). Cuando existe un exceso de lipoproteínas de baja densidad (LDL) 
circulantes, aumenta el transporte y la retención de las mismas en los lugares donde la 
permeabilidad es mayor. Las LDL difunden a través del endotelio y quedan retenidas en la 
íntima debido a la interacción entre la molécula de la apoliproteína B de las LDL y los 
proteoglicanos de la matriz subendotelial (Boren, Olin et al. 1998), lo que favorece su 
degradación proteolítica y su oxidación. La modificación de las LDL va a incrementar su 
aterogenicidad: en primer lugar se generan LDL mínimamente modificadas, que presentan un 
grado de oxidación relativamente bajo, pero que activan el endotelio y poseen mayor capacidad 
que las LDL nativas de inducir adhesión de monocitos. Posteriormente aumenta el grado de 
oxidación transformándose en LDL oxidadas. La acumulación de partículas de LDL oxidadas 
estimula en el endotelio activado la producción de moléculas proinflamatorias, incluyendo 
moléculas de adhesión celular (VCAM-1, PCAM-1, ICAM-1, P-selectina, E-selectina), proteínas 
quimiotácticas (MCP-1) y factores de crecimiento (M-CSF). Todo ello ocasiona la llegada de 
monocitos y linfocitos a la pared arterial. Inicialmente los monocitos interaccionan lábilmente 
con el endotelio a través de las selectinas. Posteriormente, la sobreexpresión de VCAM-1 e 
ICAM-1 en el endotelio activado va a permitir una unión más estable a través de receptores 
específicos, como las integrinas. Los monocitos adheridos al endotelio penetran en la íntima a 
través de los espacios intercelulares, atraídos por las LDL oxidadas y por sustancias 
quimiotácticas sintetizadas por el endotelio activado, como MCP-1. Una vez en la íntima, las 
LDL oxidadas, y citoquinas como el TNFγ y el factor estimulante de colonias de macrófagos (M-
CSF), inducen su diferenciación en macrófagos. Estos presentan en su superficie receptores 
“scavenger” que reconocen y captan las LDL oxidadas y lipoproteínas ricas en triglicéridos 
transformándose en células espumosas, “foam cells”. La acumulación de células espumosas 
conduce a la formación de las estrías grasas. Las lipoproteínas de alta densidad (HDL) son 
importantes en la protección frente a la aterosclerosis por un doble mecanismo: por una parte 
son capaces de eliminar el exceso de colesterol acumulado en la matriz subendotelial y en el 
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interior de las células espumosas (Tall, Jiang et al. 2000) y, por otra, actúan como un factor que 

































Figura 1: Fase inicial en la formación de la lesión aterosclerótica: aumenta la permeabilidad endotelial, las LDL 
pasan al espacio subendotelial donde se oxidan. Las LDL oxidadas, estimulan la expresión de moléculas 
proinflamatorias (moléculas de adhesión, proteínas quimiotácticas). Los monocitos migran al espacio subendotelial 
transformándose en macrófagos, y éstos se transforman en células espumosas al captar LDL oxidadas. MEC: matriz 
extracelular; VCAM: moléculas de adhesión de células vasculares; ICAM: moléculas de adhesión intercelular; M-
CSF: factor estimulante de colonias de macrófagos; LDL: lipoproteínas de baja densidad; HDL: lipoproteínas de alta 
densidad. Modificado de (Glass and Witztum 2001). 
 
 
En un estadío posterior (Figura 2) una vez constituida la estría grasa, se forma la placa 
fibrosa, caracterizada por la migración de las células musculares lisas desde la capa media 
hacia la matriz subendotelial donde proliferan y captan lipoproteínas modificadas contribuyendo 
así, junto con las células espumosas, al engrosamiento del núcleo lipídico, que se asocia a una 
disminución del grosor de la capa media. Estas células musculares lisas secretan proteínas de 
la MEC como colágeno y proteoglicanos, lo que aumenta la retención y agregación de 
lipoproteínas modificadas y conduce al desarrollo de la placa fibrosa. Esta fase del desarrollo 
de la lesión está influenciada por las interacciones entre monocitos/macrófagos y células T, que 
dan como resultado una amplia gama de respuestas humorales y celulares y la adquisición de 







































Figura 2: Formación de la placa fibrosa: las células musculares lisas migran al espacio subendotelial donde 
proliferan, captan lipoproteínas modificadas y secretan proteínas de la matríz extracelular formando la placa 
fibrosa. Las interacciones entre las células espumosas y los linfocitos T establecen un proceso inflamatorio crónico 
Los macrófagos y los linfocitos secretan citoquinas con efectos pro y antiaterógenícos. IFN-γ: interferón gamma; IL: 
interleucinas. Modificado de (Glass and Witztum 2001). 
 
 
La respuesta proliferativa de las células musculares lisas y de las células inflamatorias, hace 
que la estría grasa evolucione a una placa aterosclerótica más compleja, llevando la lesión a 
estadíos más avanzados que implican muerte celular, rotura de la placa, calcificación y 
procesos trombóticos. Las placas ateromatosas más avanzadas presentan un núcleo necrótico 
que consiste en un gran núcleo lipídico rodeado por una delgada cubierta fibrosa. Las células 
espumosas pueden morir liberando gran cantidad de lípidos a la MEC, formándose así el 
núcleo necrótico al que contribuyen además los lípidos intracelulares captados por las células 
musculares lisas (Bennett 1999). 
Se desconocen los mecanismos inductores de apoptosis en los macrófagos y en las células 
musculares lisas, aunque se ha sugerido que las partículas de LDL oxidadas podrían participar 
en este proceso a consecuencia de su capacidad de inducir la muerte de diversos tipos 
celulares (Berliner and Heinecke 1996). La estabilidad de las placas depende del 
mantenimiento de la placa fibrosa que, a su vez, depende del equilibrio entre la síntesis y la 
degradación de las proteínas de la matriz. Las células musculares lisas sintetizan las fibras de 
colágeno y los proteoglicanos de la matriz extracelular, mientras que los macrófagos secretan 
varias proteasas como colagenasas y catepsinas que las degradan (Martín Bautista 2006).  
La principal causa subyacente de las enfermedades cardiovasculares es la aterosclerosis, la 
cual es una enfermedad multifactorial con etiología genética y ambiental que se desarrolla 
durante décadas en respuesta a los efectos biológicos de los factores de riesgo 
cardiovasculares (Ross 1999; Nabel and Braunwald 2012). Estos factores se pueden clasificar 
en modificables (la hipertensión arterial, el tabaco, la dislipemia, la diabetes, la obesidad, el 
sedentarismo, la inflamación y los factores psicosociales) y no modificables (la predisposición 
genética, la edad y el sexo masculino). Los principales factores de riesgo modificables son la 
dislipemia (el aumento de LDL y/o disminución de HDL), la hipertensión y el tabaquismo. Los 
hábitos nutricionales, especialmente la grasa de la dieta, están implicados en el proceso de 
aterosclerosis. Numerosos estudios mostraron que la administración aguda de una dieta rica en 
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grasa induce una alteración transitoria de la función endotelial. Estos efectos se observaron 
con diferentes tipos de grasas incluyendo los ácidos grasos saturados, monoinsaturados, y 
ácidos grasos trans (Vogel 2000; Cuevas and Germain 2004). En los países desarrollados se 
estima que sobre un 2% de la ingesta total de calorías procede de ácidos grasos trans 
(Nicolaiew, Lemort et al. 1998), los cuales tienen efectos proinflamatorios e inducen disfunción 
endotelial (Lopez-Garcia, Schulze et al. 2005). Por el contrario, se ha demostrado que la dieta 
mediterránea, caracterizada por un bajo contenido de ácidos grasos saturados, reduce la 
disfunción endotelial y los marcadores de inflamación vascular en pacientes con síndrome 
metabólico (Esposito, Marfella et al. 2004; Estruch, Martinez-Gonzalez et al. 2006), así como la 
resistencia a la insulina (Ryan, McInerney et al. 2000). M de Lorgeril et al. confirmaron que los 
beneficios de la dieta mediterránea en pacientes que se recuperaron de un infarto de miocardio 
son debidos no solo al bajo contenido de ácidos grasos saturados sino también al contenido de 
ácido oleico presente en el aceite de oliva (de Lorgeril, Salen et al. 1999). Una posible 
explicación a los efectos de los ácidos grasos insaturados es que disminuyen la expresión de 
ICAM lo que reduciría la adhesión de leucocitos al endotelio disfuncional (Bemelmans, Lefrandt 
et al. 2002). Además las LDL enriquecidas en ácido oleico reducen la quimiotaxis y la adhesión 
de leucocitos cuando están expuestas a estrés oxidativo (Tsimikas, Philis-Tsimikas et al. 1999; 
Covas 2007). El potencial papel ateroprotector de la dieta mediterránea durante el proceso 
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Figura 3: Potencial papel ateroprotector de la dieta mediterránea durante el proceso aterogénico. La dieta 
mediterránea, debido a sus propiedades antioxidantes, puede (1) inhibir/reducir el desequilibrio entre la 
vasoconstricción y vasodilatación, (2) prevenir la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad, (3) inhibir la 
adhesión de monocitos a las células endoteliales y la infiltración de monocitos en el espacio subendotelial, (4) 
reprimir la diferenciación de los macrófagos en los macrófagos cargados de lípidos (células espumosas), y (5) 
reducir la síntesis de especies reactivas de oxígeno. ET-1: endotelina-1; LDL: lipoproteínas de baja densidad; NO: 




Se considera como dieta mediterránea (Figura 4) al patrón tradicional de alimentación de los 
países en los que típicamente crecen los olivos como Creta, Grecia, sur de Italia y España de 
finales de la década de los años 50 y 60. Las principales características de esta dieta son: 
 Un alto consumo de cereales, legumbres, frutos secos, frutas y verduras. 
 Un consumo relativamente alto de grasa (hasta un 40% del total de ingesta 
energética), principalmente en forma de ácidos grasos monoinsaturados, que deben 
suponer un 20% ó más de la ingesta energética total. 
 Uso de aceite de oliva para uso culinario y para aliñar las ensaladas y verduras, 
como fuente principal de grasa visible. 
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 Consumo moderado-alto de pescado. 
 Consumo en cantidades moderadas o bajas de pollo y derivados lácteos 
(generalmente en forma de yogurt o queso fresco). 
 Bajo consumo de carnes rojas y productos derivados de la carne. 
 Consumo moderado de alcohol, principalmente en forma de vino tinto consumido 
con las comidas. 
 
 
Figura 4: Pirámide de la dieta mediterránea confeccionada por la Fundación de la Dieta Mediterránea de Barcelona 
(2010) (Fuente: Mediterranean Diet Foundation, www.dfmed.org) (Bach-Faig, Berry et al. 2011). 
 
 
Este patrón dietético se caracteriza por la ingesta de baja cantidad de grasas saturadas 
(menos del 10% de la energía total), un contenido elevado de ácidos grasos monoinsaturados y 
la casi inexistencia de ácidos grasos trans (Keys, Menotti et al. 1986). Los resultados de 
numerosos estudios han llevado a considerarla como un factor protector frente a enfermedades 
cardiovasculares, distintos tipos de cáncer, ciertas enfermedades neurodegenerativas y el 
envejecimiento. A finales de los años 70, al analizar los resultados del estudio de los Siete 
Países que se inició en 1958, en el cual se reclutaron 12.763 hombres entre 40 y 59 años en 
16 cohortes pertenecientes a siete países: Finlandia, Italia, Holanda, Grecia, Yugoslavia, 
Estados Unidos y Japón (Keys, Menotti et al. 1986), Ancel Keys at al. intuyeron por primera vez 
las características saludables de la dieta consumida en los países mediterráneos, al constatar 
que la esperanza de vida de sus habitantes era la más alta del mundo, mientras que las tasas 
de incidencia de enfermedades cardiovasculares eran más bajas en comparación a la de 
países del Norte de Europa o Estados Unidos. Al analizar las dietas se encontró que la 
cantidad de grasa consumida tanto en Grecia como en Estados Unidos era moderada, mientras 
que en Japón era muy baja. La principal diferencia era la composición de la grasa de la dieta, 
siendo en Estados Unidos principalmente grasas saturadas, mientras que en Grecia eran 
grasas monoinsaturadas procedentes principalmente del aceite de oliva. Estos resultados han 
sido confirmados en otros estudios más recientes como, por ejemplo, el proyecto MONICA 
(Monitoring Trends and Determinants in Cardiovascular Disease) que se realizó entre los años 
1985 y 1993, coordinado por la Organización Mundial de la Salud (Tunstall-Pedoe, Kuulasmaa 
et al. 1999) en el que participaron 39 centros de 26 países de todo el mundo (Bothig 1989).  
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En estudios preliminares, la dieta mediterránea se asoció inversamente con la mortalidad 
por cualquier causa en varios pequeños estudios observacionales de cohortes de personas 
mayores (Trichopoulou, Kouris-Blazos et al. 1995; Kouris-Blazos, Gnardellis et al. 1999; 
Lasheras, Fernandez et al. 2000). Los resultados del estudio de la cohorte EPIC de Grecia, que 
incluyó a más de 22.000 participantes, sugirieron que una mayor adherencia a la dieta 
mediterránea tradicional se asocia a una menor mortalidad global y, más específicamente, a 
una menor mortalidad por enfermedad coronaria (Trichopoulou, Costacou et al. 2003). En el 
seguimiento del estudio HALE con personas sanas de edades entre 70 y 90 años, se 
observaron resultados similares (Knoops, de Groot et al. 2004), al igual que en el NIH-AARP 
Diet and Health study (Mitrou, Kipnis et al. 2007) y en el Nurses Health study (Fung, Rexrode et 
al. 2009). En dos estudios caso-control también se observó una relación inversa entre 
adherencia a la dieta mediterránea e incidencia de infarto de miocardio no fatal (Martinez-
Gonzalez, Fernandez-Jarne et al. 2002; Panagiotakos, Pitsavos et al. 2002). Las conclusiones 
obtenidas en los estudios epidemiológicos de grandes cohortes solo tienen un nivel intermedio 
de calidad de evidencia científica y no permiten inferir causalidad debido a la existencia de 
factores de confusión residuales y/o efectos no conocidos. Por esto, son necesarios estudios 
aleatorizados de intervención nutricional en los que se valoren los efectos protectores de 
diferentes patrones dietéticos sobre la mortalidad global y la incidencia de las principales 
patologías crónicas, como enfermedad cardiovascular, cáncer y enfermedades 
neurodegenerativas, entre otras (Estruch 2014). En este sentido, hasta el momento solo se han 
realizado dos ensayos clínicos, el estudio PREDIMED (Prevención con Dieta Mediterránea) y el 
"Lyon Diet Heart Study" que han analizado los efectos de una intervención con dieta 
mediterránea en la prevención primaria y secundaria respectivamente, de la enfermedad 
cardiovascular. En el estudio "Lyon Diet Heart Study" (de Lorgeril, Salen et al. 1999), realizado 
en pacientes con cardiopatía isquémica que fueron randomizados a recibir una dieta baja en 
grasa, o bien una dieta de tipo mediterráneo suplementada con una margarina rica en ácido 
linolénico, se observó una reducción importante (entre el 50 y el 70%) en la mortalidad 
cardiovascular y en los nuevos casos de infarto agudo de miocardio en el grupo que fue 
sometido a dieta mediterránea. Sin embargo, a pesar de tratarse de un ensayo aleatorizado, 
presenta graves limitaciones metodológicas: a) sólo es aplicable para prevención secundaria ya 
que analizó los reinfartos y las muertes coronarias en pacientes que habían sufrido un evento 
coronario, b) la fuente de grasa que empleó (ácido linolénico procedente de una margarina 
obtenida a partir de aceite de canola) no se encuentra comercializada, c) la dieta del grupo 
control era más rica en grasa que la del grupo de intervención, d) el tamaño muestral era 
reducido (14 eventos en un grupo y 44 en otro), y e) la valoración dietética durante el 
seguimiento no fue completa (Arós and Estruch 2013; Estruch 2014).  
El ensayo clínico PREDIMED llevado a cabo en España (2003- 2011), se diseñó para 
demostrar con el máximo nivel de evidencia científica los efectos de una dieta mediterránea 
tradicional en la prevención primaria de la enfermedad cardiovascular (Martinez-Gonzalez, 
Corella et al. 2012; Estruch, Ros et al. 2013). En total se incluyeron 7447 participantes, de 
edades comprendidas entre 55 y 80 años (varones) o 60 y 80 años (mujeres) sin 
manifestaciones clínicas de enfermedad cardiovascular en el momento de la inclusión, pero 
con una alta probabilidad de presentarlas, ya que se trataba de sujetos con riesgo vascular 
alto. La mitad, aproximadamente, presentaban diabetes mellitus, y la otra mitad, tres o más 
factores de riesgo vascular (tabaquismo, hipertensión arterial, dislipemia [colesterol ligado a 
lipoproteínas de baja densidad (LDL) elevado y/o colesterol ligado a lipoproteínas de alta 
densidad (HDL) bajo], sobrepeso u obesidad, o historia familiar de cardiopatía isquémica 
precoz). Estos participantes se asignaron de forma aleatoria a tres grupos de intervención 
dietética: una dieta mediterránea suplementada con aceite de oliva virgen extra (2487 
participantes), una dieta mediterránea suplementada con frutos secos (2396 participantes) o 
una dieta baja en todo tipo de grasa (2349 participantes). Cada 3 meses todos los participantes 
recibieron una intervención dietética personalizada dirigida a aumentar su adhesión a la dieta 
mediterránea o a una dieta baja en grasas, en función del grupo asignado y fueron evaluados 
anualmente. El objetivo principal del estudio fue valorar la eficacia de la dieta mediterránea en 
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la incidencia de infarto de miocardio no fatal, accidente cerebrovascular y de la mortalidad 
cardiovascular, y el objetivo secundario fue valorar los efectos en la incidencia de cáncer 
(mama, colorrectal, pulmón y gástrico), diabetes mellitus y la mortalidad total. También se 
valoraron los efectos de la dieta sobre la presión arterial, la adiposidad, la glucemia, el perfil 
lipídico y los marcadores sistémicos de enfermedad cardiovascular. Con este estudio se 
demostró que el seguimiento de una dieta mediterránea suplementada con aceite de oliva 
virgen extra o frutos secos (nueces, avellanas y almendras) reduce en un 30% el riesgo relativo 
de sufrir una complicación cardiovascular en pacientes asintomáticos con alto riesgo vascular, 
comparada con una dieta baja en grasa (Estruch, Ros et al. 2013) (Figura 5). 
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Dieta mediterránea, frutos secos
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Figura 5: Incidencia de complicaciones cardiovasculares en los 7447 participantes en el estudio PREDIMED según 
análisis de estimaciones de Kaplan-Meier. La variable final analizada es un agregado de complicaciones 
cardiovasculares que incluye muerte de causa cardiovascular, infarto de miocardio y/o accidente vascular cerebral. 
Modificado de (Estruch, Ros et al. 2013).  AOVE: aceite de oliva virgen extra. 
 
Como se ha mencionado anteriormente en esta introducción, entre los mecanismos 
relacionados con el desarrollo de aterosclerosis se encuentran, entre otros, la disfunción 
endotelial, la inflamación, el estrés oxidativo y factores genéticos. La concentración elevada en 
plasma de LDL es un potente factor aterogénico y las partículas oxidadas de LDL resultan 
críticas en los procesos de inicio y progresión de la aterosclerosis. Durante el estudio 
PREDIMED se detectó una reducción en las partículas circulantes de LDL oxidadas en los dos 
grupos expuestos a dieta mediterránea después de tres meses (Fito, Guxens et al. 2007). 
También se observó que a los 3 meses, ambas intervenciones con dieta mediterránea reducían 
las cifras de presión arterial, y mejoraban el perfil lipídico (con aumento del colesterol unido a 
lipoproteínas de alta densidad y reducción del colesterol unido a lipoproteínas de baja 
densidad) (Estruch, Martinez-Gonzalez et al. 2006). Asimismo, tras un año de intervención se 
comprobó que ambas dietas mediterráneas aumentaban la concentración de las partículas de 
HDL de mayor tamaño, y que la dieta mediterránea suplementada con frutos secos 
incrementaba además la fracción de partículas de colesterol LDL menos aterogénicas 
(Damasceno, Sala-Vila et al. 2013). Al año de intervención, se comprobó que una dieta 
mediterránea suplementada con aceite de oliva virgen o frutos secos, además de reducir la 
presión arterial en sujetos hipertensos, induce cambios en la composición lipídica y las 
propiedades estructurales de las membranas de los eritrocitos (Barcelo, Perona et al. 2009) y 
paralelamente también reduce la incidencia de síndrome metabólico (Salas-Salvado, 
Fernandez-Ballart et al. 2008). En este mismo estudio, se observó una disminución de 
moléculas inflamatorias circulantes, tanto séricas como celulares, después de tres meses de 
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intervención (Estruch, Martinez-Gonzalez et al. 2006) y un año (Mena, Sacanella et al. 2009; 
Urpi-Sarda, Casas et al. 2012). Esto indica que la dieta mediterránea también previene, al 
menos parcialmente, la inflamación, otro de los factores de riesgo mencionados anteriormente. 
Estos estudios mostraron una disminución en la expresión de genes proateroscleróticos 
relacionados con la inflamación vascular (Llorente-Cortes, Estruch et al. 2010). Otro subestudio 
del PREDIMED, demostró una reducción en el grosor de la capa íntima-media en participantes 
con grosor elevado en esta capa en ambos grupos de dieta mediterránea indicando una 
regresión de las lesiones arterioscleróticas (Murie-Fernandez, Irimia et al. 2011). 
Posteriormente se comprobó que el grupo que siguió la dieta mediterránea suplementada con 
frutos secos, también presentaba una regresión de las placas de ateroma, mientras que en los 
que siguieron la dieta mediterránea suplementada con aceite de oliva virgen extra se observó 
un retraso en la progresión de estas lesiones en comparación al grupo control (Sala-Vila, 
Romero-Mamani et al. 2014). Aunque no quedan claros los mecanismos involucrados, estos 
efectos se atribuyen a los efectos antioxidantes y antiinflamatorios de la dieta mediterránea 
(Konstantinidou, Covas et al. 2010). De hecho, estudios nutrigenómicos demostraron que esta 
dieta reprime la expresión de genes proaterogénicos relacionados con la inflamación, la 
formación de células espumosas y la trombosis (Llorente-Cortes, Estruch et al. 2010). Por todo 
esto, los efectos de la dieta mediterránea se explican, al menos en parte, por su acción sobre 
factores clásicos y emergentes en el sistema cardiovascular, así como también por sus efectos 
inhibitorios sobre la expresión de genes proaterogénicos, e inductores en la expresión de 
genes antioterogénicos. 
Durante el estudio PREDIMED también se estudió si los efectos de la dieta mediterránea 
variaban en función del acervo génico individual de los participantes, a fin de determinar los 
efectos de las diferentes variables genéticas sobre los fenotipos intermedios (presión arterial, 
lípidos, etc.) y su interacción con la dieta, así como los efectos de estas interacciones sobre los 
fenotipos finales (enfermedad cardiovascular y cáncer principalmente). Esto llevó a la 
demostración de que los polimorfismos en la COX-2 e IL-6, ambos relacionados con la 
inflamación, COX-2-765G>C e IL-6-174G>C, están asociados a una menor concentración 
sérica de IL6 e ICAM-1 en los portadores del alelo variante de COX-2 y a mayores 
concentraciones de ICAM-1 en los portadores del alelo variante de IL-6, sin apreciarse 
interacción gen-dieta después de la intervención. La dieta mediterránea disminuyó todos los 
marcadores inflamatorios en todos los participantes, independientemente de su genotipo. Esto 
indica que el efecto antiinflamatorio se relaciona más con el grado de adherencia a la dieta que 
con las características genotípicas de los participantes (Corella, Gonzalez et al. 2009). 
Finalmente, cabe destacar que la dieta mediterránea ha resultado útil para reducir el riesgo 
genético de sufrir un accidente cerebrovascular (Corella, Carrasco et al. 2013). La intervención 
con dieta mediterránea en portadores del polimorfismo TCF7L2 rs7903146 (C>T), en el gen 
codificante para TCL7L2 asociado a la diabetes, anuló el efecto adverso del polimorfismo sobre 
los factores de riesgo vascular (glucosa y lípidos) y sobre la incidencia de accidente vascular 
cerebral. A mayores, la dieta mediterránea sin restricción calórica es especialmente útil en la 
prevención de la diabetes mellitus en pacientes con alto riesgo vascular (Salas-Salvado, Bullo 
et al. 2011). 
El estudio PREDIMED ha demostrado por primera vez que la dieta mediterránea tradicional 
incrementa la longevidad y ejerce un potente efecto protector frente a la aparición y el 
desarrollo de la enfermedad cardiovascular. Se confirman los efectos beneficiosos de este 
patrón de alimentación sobre los principales factores de riesgo vascular y este efecto protector 
se ejerce independientemente de la edad, el género y los factores de riesgo vascular, y es 
especialmente eficaz en las personas genéticamente susceptibles de sufrir una enfermedad 
cardiovascular (Estruch 2014).  
Una de las principales características de la dieta mediterránea tradicional es el elevado 
consumo de aceite de oliva como fuente principal de grasa añadida. A su vez, gran parte de las 
presumibles propiedades antiaterogénicas del aceite de oliva se atribuyen a su alto contenido 
en ácidos grasos monoinsaturados, principalmente ácido oleico (Hausenloy and Yellon 2008), 
el cual representa entre el 55-83% del contenido de ácidos grasos presentes en el aceite de 
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oliva dependiendo de la zona de producción, del clima, del grado de madurez de las aceitunas 
y de su variedad (Guillén, Acín et al. 2009). 
 
 
1.6-Ácidos grasos y sistema cardiovascular 
Los ácidos grasos son moléculas con fórmula general R-COOH, donde R representa una 
cadena alquílica constituida por átomos de carbono unidos entre sí por uno o dos enlaces, 
completando su valencia cuaternaria con átomos de hidrógeno. Según Karnovsky (Karnovsky 
1979), los ácidos grasos libres se pueden clasificar en dos grupos: ácidos grasos tipo A o cis-
insaturados (ácido oleico, ácido palmitoleico), y ácidos grasos tipo B, grupo que estaría 
integrado por los ácidos grasos saturados (p. ej. ácido esteárico) y por los trans-insaturados (p. 
ej. ácido elaídico). 
El ácido oleico es un ácido graso cis-monoinsaturado (18:1 ∆9), que se encuentra en 
grandes proporciones en el aceite de oliva y al cual se le atribuyen propiedades beneficiosas 
frente a enfermedades cardiovasculares (Moreno and Mitjavila 2003), principalmente porque 
produce una disminución de los niveles de colesterol total y de LDLc, y aumenta el HDLc 
(Grundy 1997) al incrementar la actividad de los receptores de LDL. Además limita la oxidación 
de las LDL, disminuyendo su poder aterogénico, debido a que las partículas de LDL 
enriquecidas en ácidos grasos monoinsaturados son más resistentes a la oxidación por 
radicales libres (Mata, Varela et al. 1997). El ácido oleico también ejerce un efecto beneficioso 
en los procesos inflamatorios que se desencadenan en las etapas tempranas de la 
aterosclerosis, ya que reduce la expresión de moléculas de adhesión intercelular (ICAM-1) en 
linfocitos (Sanderson, Yaqoob et al. 1995) y de VCAM-1 en monocitos (Mata, Alonso et al. 
1996; Yaqoob 1998). Además inhibe la activación del factor nuclear NF-κB (NF-kB), el cual 
regula la expresión génica de citoquinas y de moléculas de adhesión (Carluccio, Massaro et al. 
1999). Aparte de disminuir la adhesión de los monocitos a la pared endotelial, disminuye la 
proliferación de las células musculares (Mata, Varela et al. 1997), siendo ambos procesos 
importantes para prevenir la formación de la placa de ateroma. El ácido oleico modula la 
coagulación y el sistema fibrinolítico, ya que reduce los niveles del inhibidor del activador de 
plasminógeno (PAI) (Lopez-Segura, Velasco et al. 1996) y del factor de von Willebrand (vWF), 
e inhibe la agregación plaquetaria inducida por el factor activador de plaquetas (PAF) (Nunez, 
Randon et al. 1990) lo que sugiere un efecto beneficioso sobre la función endotelial que va a 
resultar en un menor riesgo trombogénico (Perez-Jimenez, Castro et al. 1999). Recientemente 
se ha demostrado que el ácido oleico regula la estructura lipídica de la membrana 
incrementando la propensión a formación de fases no lamelares, lo que favorece el 
acoplamiento de ciertas proteínas periféricas de señalización implicadas en el control de la 
presión arterial como proteínas G, lo cual se relaciona con su efecto hipotensor (Teres, 
Barcelo-Coblijn et al. 2008). 
Se ha comprobado que el efecto protector del ácido oleico depende del doble enlace cis de 
la molécula de ácido oleico, ya que su isómero trans, el ácido elaídico, parece tener un efecto 
sobre la colesterolemia similar al de los ácidos grasos saturados, aumentando el colesterol total 
y el LDLc. Además, el ácido elaídico disminuye los niveles de HDLc, por lo que ejerce efectos 
más perjudiciales sobre el sistema cardiovascular que los ácidos grasos saturados (Ascherio, 
Katan et al. 1999). Los ácidos grasos trans-insaturados poseen efectos pro-inflamatorios 
(aumentan los niveles plasmáticos de IL-6 y de proteína C reactiva) y provocan disfunción 
endotelial ya que aumentan los niveles de moléculas de adhesión: VCAM-I, ICAM-I, y E-
selectina (Lopez-Garcia, Schulze et al. 2005). Al igual que los ácidos grasos trans-insaturados, 
los ácidos grasos saturados de cadena larga también poseen efectos pro-inflamatorios, en 
células endoteliales. Estos ácidos grasos, a bajas concentraciones, incrementan 
significativamente la expresión de ICAM-1 activando IkB-α y NF-kB (Harvey, Walker et al. 
2010a). 
 




Las membranas biológicas son estructuras laminares, finas, flexibles y relativamente 
estables que rodean a las células y sus orgánulos. Su función básica es actuar de barrera física 
selectiva impidiendo la salida de moléculas e iones fuera de la célula o de los orgánulos hacia 
sus alrededores, y permitiendo la entrada oportuna de nutrientes y la eliminación de productos 
de desecho. Además las membranas desempeñan un papel clave en el procesamiento de la 
información y en la generación de energía. La mayoría de las membranas biológicas poseen la 
misma estructura básica: una bicapa lipídica formada fundamentalmente por fosfolípidos en la 
que están insertadas diversas proteínas (Mckee and Mckee 2003). Los fosfolípidos están 
compuestos por una molécula de glicerol unida a una parte hidrofóbica (dos moléculas de ácido 
graso) y conectada a través del ácido fosfórico a una cabeza hidrofílica (colina, etanolamina, 
serina, inositol). En la posición sn-1 del glicerol se sitúa preferentemente un ácido graso 
saturado y en la posición sn-2 un ácido graso cis-mono o poliinsaturado [los ácidos grasos que 
se encuentran en mamíferos poseen casi exclusivamente configuración cis (Stubbs and Smith 
1984) y todas las funciones metabólicas y estructurales de los ácidos grasos se encuentran 
asociadas a la isomería cis (Nakamura and Nara 2004)]. Esto permite la disposición especial de 
la bicapa lipídica, que incorpora moléculas hidrofóbicas en su parte interna e hidrofílicas en la 
externa. La estabilidad de la membrana se incrementa por la presencia de colesterol y de 
proteínas específicas: cuanto mayor sea el contenido de dichas moléculas, menor será la 
fluidez de la membrana (Risso, Pellegrino et al. 2014). 
La membrana se comporta como un fluido bidimensional anisotrópico donde las moléculas 
lipídicas y proteicas que lo constituyen se desplazan libremente en cualquier dirección del 
plano de la membrana (Zimmer and Freisleben 1988). La fluidez de la bicapa lipídica o la 
facilidad con la que las moléculas que la constituyen se desplazan en ella, es un factor 
determinante para su función y debe de preservarse dentro de ciertos límites. De hecho existe 
una fluidez óptima para funciones específicas de las membranas y su alteración modifica su 
función originando una patología (Reiter 1998). 
El grado de fluidez de la membrana depende de su composición y, sobre todo, de la 
naturaleza de las colas hidrocarbonadas de los fosfolípidos: cuanto más compacto sea su 
agrupamiento, más viscosa será la bicapa. El grado de empaquetamiento de las colas 
hidrocarbonadas en la bicapa lipídica depende de la longitud y del grado de insaturación del 
ácido graso. Una menor longitud de la cadena reduce la interacción de las colas 
hidrocarbonadas entre sí, y por lo tanto aumenta la fluidez en la bicapa. La longitud de las colas 
hidrocarbonadas de los fosfolípidos varía entre 14 y 24 átomos de carbono. En cuanto a la 
insaturación, la mayoría de los fosfolípidos contienen una cola hidrocarbonada con uno o más 
dobles enlaces cis y una segunda saturada. Cada doble enlace cis en una cola insaturada 
determina la formación de una zona bisagra que dificulta el agrupamiento de las colas entre sí 
produciéndose un aumento de la fluidez (Alberts, Bray et al. 2006). En las células eucariotas la 
fluidez de la membrana también se regula con el colesterol, el cual se inserta con su grupo 
hidroxilo C3 próximo a las cabezas polares de los fosfolípidos, y su región apolar integrada 
entre las cadenas hidrocarbonadas apolares de los mismos, de manera que rellenan los 
espacios que separan a las moléculas de fosfolípidos (Storch and Kleinfeld 1985).  
A temperaturas fisiológicas, las bicapas lipídicas de las membranas celulares tienen carácter 
fluido. Esta fluidez, aparte de proporcionar la flexibilidad que requiere la membrana para 
diversos procesos (cambios de forma, endocitosis, exocitosis), puede ser crítica para la función 
de muchas proteínas, bien porque la actividad de la proteína dependa de su difusión en el 
plano de la membrana o bien porque su funcionamiento implique cambios de conformación 
dentro de la bicapa (Kimelberg 1977).  
Los tipos de ácidos grasos de la dieta determinan los ácidos grasos que estarán disponibles 
para formar las membranas celulares (Yehuda, Rabinovitz et al. 2002; Jihan Seid 2013). Tras 
su aumento en plasma se incorporan con rapidez en las membranas biológicas (Karnovsky 
1979; Renaud, Bouma et al. 1985) modificando la fluidez de las mismas. Estructuralmente los 
ácidos grasos trans son muy similares a los ácidos grasos saturados, por lo tanto ejercen su 
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influencia de la misma manera sobre la estructura y función de las membranas celulares, 
aumentando el punto de fusión de los fosfolípidos y alterando en consecuencia la fluidez de las 
membranas. Este parámetro es determinante para la regulación de la actividad de moléculas 
que se encuentran insertas en la membrana (enzimas, receptores, transportadores, canales 
iónicos, entre otros). Estos ácidos grasos tienen un punto de fusión mayor que los ácidos 
grasos cis y una orientación espacial similar a los ácidos grasos saturados, por lo cual reducen 
la fluidez de la membrana, modulando de manera diferente a los cis la actividad de las 
proteínas insertadas en la membrana, produciendo alteraciones en la estructura celular y en 
sus funciones. Considerando que los ácidos grasos trans presentan una conformación espacial 
similar a la de los ácidos grasos saturados, se ha postulado que el consumo de este tipo de 
ácidos grasos podría tener efectos metabólicos similares a los observados con los ácidos 
grasos saturados (Stender and Dyerberg 2004). En este sentido, abundante evidencia científica 
indica que los ácidos grasos trans modifican negativamente el perfil lipídico, aumentando los 
niveles de colesterol-LDL y reduciendo los niveles de colesterol-HDL, un efecto similar al 
observado con los ácidos grasos saturados, por lo cual los ácidos grasos trans son 
considerados nocivos para la salud cardiovascular (Mensink and Katan 1990; Zock and Katan 
1992; Katan 1995; Lichtenstein 2000; Mozaffarian, Katan et al. 2006). 
 
 
1.8-Efecto de los ácidos grasos libres sobre la señalización transmembrana 
Los diferentes efectos de los ácidos grasos son posiblemente dependientes de su 
estructura, ya que los ácidos grasos tipo A, debido a la conformación espacial del doble enlace 
cis, poseen una estructura angular, mientras que los tipo B tienen estructuras lineales (Figura 
6). Tras un aumento en el entorno extracelular, los ácidos grasos se incorporan a la bicapa 
lipídica. Los tipo B, se intercalan sin provocar desorganización de la misma. Por el contrario, los 
ácidos grasos tipo A causan alteraciones importantes en la región hidrofóbica modificando la 
fluidez de la membrana y las interacciones lípido-lípido y lípido-proteína (Karnovsky 1979; 
Klausner, Bhalla et al. 1980; Pjura, Kleinfeld et al. 1984). 








Ácidos grasos tipo A Ácidos grasos tipo B  
 
Figura 6: Estructura del ácido oleico (ácido graso tipo A), ácido esteárico y ácido elaídico (ácidos grasos tipo B). 
Modificada de (Mozaffarian, Katan et al. 2006). 
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Uno de los modelos utilizados para el estudio del efecto de los ácidos grasos libres sobre la 
señalización de transmembrana es el receptor de EGF de células fibroblásticas. El EGF (factor 
de crecimiento epidérmico) al unirse a su receptor EGFR, induce la oligomerización de éste, lo 
que provoca activación de su dominio tirosín-quinasa y la fosforilación de sustratos 
intracelulares, entre ellos la propia cola citosólica del EGFR (Schlessinger 2000). La 
autofosforilación del extremo C-terminal de EGFR da lugar a la activación de la cascada MAPK 
(Pawson 1995), y al reclutamiento de varias proteínas implicadas en señalización de 
transmembrana, como la fosfolipasa C1 (PLC). Esta PLC cataliza la hidrólisis del lípido de 
membrana PIP2 en dos segundos mensajeros diferentes: el IP3, que conduce a una elevación 
rápida de [Ca+2] por redistribución de los depósitos de Ca+2 intracelulares, y el diacilglicerol 
(DAG), que activa la proteín-quinasa C (PKC) (Berridge 1987). En fibroblastos, el tratamiento 
agudo con ácidos grasos cis-monoinsaturados (oleico y palmitoleico) altera la señalización de 
transmembrana, ya que bloquea reversiblemente el aumento de [Ca+2]i, del potencial de 
membrana y la generación de IP3 que se produce tras la activación del receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR). Este bloqueo es tiempo y dosis dependiente, lo que indica que 
esta acción inhibitoria no es debida a una incorporación química en la membrana, sino que se 
requiere de la presencia de un gradiente químico de ácido oleico en el medio extracelular. La 
unión del EGF con EGFR, la oligomerización y la autofosforilación del EGFR, no se alteran por 
el tratamiento con ácidos grasos cis-insaturados. El ácido elaídico y diferentes ácidos grasos 
saturados de distinta longitud de cadena, no bloquean el aumento de [Ca+2]i y del potencial de 
membrana inducido por el EGF. Esto sugiere que el efecto de los ácidos grasos sobre la 
transducción de señales, depende de la conformación espacial del doble enlace, más que de la 
presencia de dobles enlaces ó de la longitud de la cadena (Casabiell, Pandiella et al. 1991).  
Se han estudiado también efectos más distales de los ácidos grasos libres sobre la función 
celular. Sabemos que tras un aumento en los niveles plasmáticos de ácidos grasos libres, se 
produce una inhibición de la secreción de GH (Casanueva, Villanueva et al. 1987). Al igual que 
sucede con el receptor de EGF, la exposición de las células somatotropas a ácidos grasos cis-
monoinsaturados, pero no a sus isómeros trans, inhibe la generación de IP3 y el consiguiente 
incremento de [Ca+2]i sin afectar a la unión de TRH a su receptor, sugiriendo que los ácidos 
grasos cis-monoinsaturados actúan alterando la interacción entre el receptor activado y sus 
efectores (Perez, Casabiell et al. 1997). La secreción de GH también es estimulada por el VIP a 
través de la vía AMPc-PKA, la cual induce la apertura de canales de Ca+2 voltaje-dependientes 
en la membrana plasmática, con el consiguiente aumento en la [Ca+2]i. Este incremento de la 
[Ca+2]i se inhibe por el ácido oleico (pero no por su isómero trans), sin alterar la unión con el 
VIP, induciendo una reducción en la actividad de la adenilato ciclasa y de la PKA (Perez, 
Camina et al. 1998). El ácido oleico, además, inhibe directamente los canales de Ca+2 voltaje-
dependientes de la membrana plasmática (Perez, Camina et al. 1997a). Estos resultados 
pueden explicar la inhibición de la secreción de GH que se produce al aumentar los niveles 
plasmáticos de ácidos grasos libres. 
Se cree que los ácidos grasos tipo A al introducirse en la bicapa lipídica, pueden alterar la 
función de las proteínas integrales de la membrana plasmática, mientras que las proteínas 
asociadas más libremente a la bicapa serían menos sensibles. Esta hipótesis, explicaría 
adecuadamente el porqué distintas proteínas de membrana están afectadas en diverso grado 
por los ácidos grasos cis-insaturados. Las proteínas de membrana que tienen sus dominios 
funcionales hacia el espacio extracelular, y/o hacia el citosol, no son afectadas por los ácidos 
grasos tipo A, como sucede en el caso de los dominios de unión del receptor de EGF, del 
receptor de TRH y del receptor VIP (Casabiell, Zugaza et al. 1993; Zugaza, Casabiell et al. 
1995a; Perez, Casabiell et al. 1997; Perez, Camina et al. 1998). Las proteínas intracelulares 
asociadas a la membrana plasmática y con acción enzimática en la bicapa lipídica, como 
PLC1, PLC, y adenilato ciclasa, serían moderadamente sensibles a los ácidos grasos cis-
insaturados (Casabiell, Pandiella et al. 1991; Perez, Casabiell et al. 1997; Perez, Camina et al. 
1998). Por el contrario, las proteínas integrales de membrana que actúan cambiando su estado 
conformacional en la bicapa, como los canales de calcio voltaje-independientes (fibroblastos) y 
los canales de Ca+2 voltaje-dependientes (células somatotropas), serían fuertemente inhibidas 
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por ácidos grasos cis-monoinsaturados (Casabiell, Pandiella et al. 1991; Perez, Casabiell et al. 
1997; Perez, Camina et al. 1998). 
La activación del EGFR conduce en último término a la división celular. A pesar del bloqueo 
inducido por los ácidos grasos cis-insaturados en el aumento de [Ca+2]i, del potencial de 
membrana y de la generación de IP3, el ácido oleico no inhibe el aumento en el metabolismo 
celular inducido por EGF, cuantificado en términos de captación de glucosa, captación de 
aminoácidos y síntesis proteica (Zugaza, Casabiell et al. 1995a), ni tampoco el potencial 
mitótico del EGF (Casabiell, Zugaza et al. 1993). Esto indica que los efectos del ácido oleico 
anteriormente mencionados son de naturaleza compleja y no afectan por igual a todas las 
funciones celulares. De hecho, hay datos que sugieren que podrían potenciar la estimulación 
de la proliferación celular inducida por EGF y acelerar la entrada en el ciclo celular (Zugaza, 




El ciclo celular está implicado en el crecimiento y proliferación celular, el desarrollo del 
organismo, la regulación de la reparación de alteraciones en el DNA, la hiperplasia de tejidos 
en respuesta a una lesión y en enfermedades como el cáncer. Se puede dividir en dos fases: 
interfase y mitosis. La interfase consta de la fase de síntesis (S), y de las fases G1 y G2 
(intervalos entre la fase de síntesis de DNA y la mitosis). La fase G1, corresponde al intervalo 
(gap) entre la mitosis y el comienzo de la replicación del DNA. Durante esta fase, la célula es 
metabólicamente activa y está creciendo; se prepara para la síntesis de DNA. A esta fase, le 
sigue la fase S, en la cual se replica el DNA, por lo que la célula tiene en este momento un 
contenido de DNA entre 2n y 4n. Tras finalizar la síntesis del DNA, entra en la fase G2 (gap 2). 
Durante esta fase prosigue el crecimiento de la célula y se sintetizan proteínas necesarias para 
la mitosis. En la fase de mitosis (fase M), se separan los cromosomas hijos y se produce la 































Figura 7: Progresión del ciclo celular. Cdk: cinasas dependientes de ciclinas. Modificado de (Schafer 1998). 
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La progresión de las células a través del ciclo celular (Figura 7) está regulada por señales 
extracelulares del medio y por señales internas que supervisan y coordinan los procesos que 
tienen lugar durante las diferentes fases del ciclo celular.  
 
 Control intracelular del ciclo celular 
En el control interno del ciclo celular participan los complejos CDK-ciclina (permiten el 
progreso del ciclo celular), y proteínas inhibidoras de los complejos CDK-ciclinas: p16, p21, 
p27, y p53. Las CDK (cinasas dependientes de ciclinas) fosforilan elementos claves de la 
progresión del ciclo celular. Para ser activas requieren unirse a ciclinas, proteínas que 
experimentan un ciclo de síntesis y degradación en cada ciclo celular, produciendo variaciones 
cíclicas en el ensamblaje y activación de los complejos CDK-ciclinas; esta activación sucesiva 
desencadena los acontecimientos del ciclo celular. Casi al final de G1 se encuentra el punto de 
restricción que está regulado por la pRb (proteína del Retinoblastoma). En presencia de 
factores de crecimiento apropiados, la células atraviesan dicho punto y entran en la fase S. Una 
vez rebasado dicho punto, quedan determinadas a seguir a través del ciclo celular, incluso en 
ausencia de estimulación por factores de crecimiento. Cuando los factores de crecimiento no 
están disponibles en G1, la progresión del ciclo celular se para en el punto de restricción, y 
entran en G0 (abandonan el ciclo celular y entran en un período de latencia), hasta que son 
inducidas a proliferar por factores de crecimiento o por otras señales adecuadas. Los 
responsables del paso a través de este punto son los complejos CDK 4 y CDK 6 – ciclina D; las 
CDK fosforilan a la proteína Rb, con lo que se libera el factor de transcripción E2F del complejo 
Rb-E2F, y se estimula la síntesis de CDK2 y ciclina E (necesarios para el progreso de G1-S), 
proteínas necesarias para la síntesis de DNA, y del propio E2F inactivando aún más Rb y 
disminuyendo la concentración de p27 (Figura 8).  
 
 












Figura 8: Activación del E2F por los complejos CDK-ciclina. Cdk: cinasas dependientes de ciclinas; E2F: factor de 
transcripción E2F; P: fosforilación. Modificado de (Schafer 1998). 
 
Si en el medio extracelular no existen suficientes mitógenos, factores de crecimiento y/o 
nutrientes, p16 inhibe la formación de complejos CDK 4,6-ciclina D, ya que se interpone entre 
la CDK y la ciclina e inhibe su unión. La p27 suprime la actividad de los complejos CDK-ciclinas 
activos en los primeros puntos de control, y además ayuda a retirar la célula del ciclo celular 
llevándola a G0. Después del punto de restricción se encuentran 3 puntos de control, 
diseñados para evitar que las células se puedan replicar si están dañadas, en cuyo caso se 
detiene el ciclo celular y se activan mecanismos de reparación del DNA que, si fallan, inician el 
proceso de apoptosis. El primer punto de control se encuentra en G1 después del punto de 
restricción, y revisa que las condiciones del medio sean favorables para la proliferación 
(temperatura, presencia de nutrientes, sales, etc), que la célula haya crecido lo suficiente, y que 
el material genético esté intacto. En este punto participa el complejo CDK2-ciclina E; también 
inactiva a Rb, se libera E2F y se sintetizan las enzimas necesarias para comenzar la síntesis 
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de DNA en la fase S. La inhibición en este punto se produce por un aumento de la 
concentración de p53, la cual estimula la síntesis de p21 que se une a CDK2-ciclina E, e inhibe 
la acción del complejo (la fosforilación de pRb y la liberación del E2F), deteniendo el ciclo 
celular en G1 e induciendo la apoptosis. El segundo punto de control se encuentra al final de 
G2. Se encarga de revisar que el material genético se haya duplicado completamente, que no 
contenga errores y que el medio extracelular sea adecuado. Los complejos CDK1-ciclina A y 
ciclina B permiten el paso a través de este punto, al actuar en las primeras subfases de la 
mitosis: inducen el ensamblaje del huso mitótico, y aseguran que los cromosomas replicados 
se unan al huso mitótico. En este punto también participa p53. Esta proteína detecta 
alteraciones en el DNA y desencadena la activación de p21, que inhibe los complejos 
CDK1,2,4 y 6-ciclina. El tercer punto de control se localiza en la fase M, entre la metafase y 
anafase. Se encarga de revisar que todos los cromosomas se hayan unido al huso mitótico. Si 
detecta que uno de los cinetocoros no se encuentra unido, manda una señal negativa al 
sistema de control, bloqueando la activación de proteínas implicadas en la separación de las 
cromátidas hermanas. Inactiva específicamente el complejo promotor de la anafase (APC)-cdc 
20, impidiendo de esta forma la separación de las cromátidas hermanas y que las células hijas 
reciban una dotación cromósomica incorrecta.  
 
 Control extracelular del ciclo celular 
La división celular es un proceso controlado para que las células se dividan sólo cuando se 
requieran más células para el crecimiento de los tejidos, o para reponer células perdidas. Así, 
para se produzca la entrada en el ciclo celular se requiere, aparte de unos niveles adecuados 
de nutrientes, de la activación de las vías anteriormente mencionadas a través de moléculas de 
señalización extracelular de naturaleza proteica secretadas por otras células, por proteínas 
unidas a la superficie de otras células o por la matriz extracelular. Estas proteínas se dividen en 
3 grupos: mitógenos, factores de crecimiento y factores de supervivencia.  
Los mitógenos son proteínas que estimulan la división celular, contrarrestando los 
mecanismos intracelulares que bloquean su progresión. Actúan en la fase G1 para permitir la 
entrada de la célula en la fase S. Se unen a receptores de membrana con actividad tirosín-
quinasa, los cuales activan a la proteina G monomérica Ras cambiándola de su estado unido al 
GDP por GTP (activación). Esta activación desencadena una cascada de fosforilaciones a 
través de las proteínas MAPK (quinasas activadas por mitógenos), que provoca un aumento de 
la proteína reguladora de genes Myc; ésta aumenta la transcripción de genes necesarios para 
la entrada en la fase S. Myc también tiene un papel clave en la estimulación de la trascripción 
de los genes que inducen crecimiento celular. 
Los factores de crecimiento estimulan el crecimiento celular (aumento de la masa celular). 
Se unen a receptores de la superficie celular, y activan vías de señalización intracelulares que 
aumentan la velocidad de síntesis de proteínas y de otras macromoléculas, e inhiben su 
degradación, provocando así su acumulación. La principal vía de señalización activada por los 
receptores de los factores de crecimiento implica la enzima fosfatidil inositol 3-quinasa (PI 3-
quinasa) (se activa por receptores con actividad tirosín-quinasa y por algunos asociados a 
proteínas G). La PI 3-quinasa cataliza la fosforilación de fosfatidil inositol de la membrana en 
posición 3, generando PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3. La activación de la PI 3-quinasa, conduce a la 
activación de varias quinasas, incluyendo la quinasa S6, la cual fosforila la proteína ribosómica 
S6, lo que incrementa la traducción de un subgrupo de mRNA que codifica proteínas 
ribosómicas y otros componentes ribosómicos. En consecuencia, la síntesis proteica aumenta.  
Algunas proteínas de señalización extracelular pueden actuar como mitógenos y como 
factores de crecimiento, debido al solapamiento de las vías de señalización que controlan estos 
dos procesos; la proteína Ras puede activar la vía PI 3-quinasa estimulando el crecimiento 
celular y la vía de las MAPK induciendo la progresión del ciclo celular. Los factores 
extracelulares que actúan como factores de crecimiento y como mitógenos, contribuyen a que 
las células mantengan un tamaño adecuado a medida que proliferan. 
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Los factores de supervivencia promueven la supervivencia celular por supresión de la 
apoptosis. Se cree que las señales de supervivencia procedentes de células adyacentes 
regulan el número de células en los tejidos. Estos factores se unen a receptores de la 
superficie celular, lo que conduce a la activación de vías de señalización que mantienen 
inhibido el programa de muerte celular, regulando con frecuencia a los miembros de la familia 
de proteínas Bcl-2. Algunos factores hacen que aumente la síntesis de los miembros 
inhibidores de esta familia. Otros actúan inhibiendo la función activadora de la apoptosis de los 
miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2 (se unen a receptores de la superficie celular 
desencadenando la activación de varias proteín-quinasas, incluyendo la proteín-quinasa B 
(PKB), que fosforila e inactiva el miembro de la familia Bcl-2, Bad, inhibiendo la apoptosis). 
Algunos factores de supervivencia también actúan estimulando la actividad de las IAP 
(inhibidores de la apoptosis) mediante la activación de las MAPK (Alberts, Johnson et al. 2002). 
Resulta interesante resaltar que, a pesar de la alteración producida por el ácido oleico en la 
señalización de transmembrana del mitógeno EGF en fibroblastos, (inhibe el aumento de 
[Ca+2]i, del potencial de membrana y la generación de Ins(1,4,5)P3), el ácido oleico acelera la 
entrada de las células tratadas con EGF en el ciclo celular y potencia la acción mitógena del 
EGF, pero este efecto del ácido oleico parece que es compensado con el tiempo, de forma que 




La apoptosis, o muerte celular programada, ocurre normalmente durante el desarrollo y la 
edad adulta, como un mecanismo de homeostasis que permite mantener las poblaciones 
celulares en los tejidos. Es el sistema fisiológico utilizado para la eliminación celular, que 
interviene en la embriogénesis, en el recambio celular de los tejidos y en la eliminación de 
células infectadas, mutadas o dañadas. También está implicada en la patogénesis de muchas 
enfermedades incluyendo la aterosclerosis y sus complicaciones (Mallat and Tedgui 2000).  
Las células apoptóticas presentan como características morfológicas la formación de 
vesículas en la membrana, retracción celular y condensación de la cromatina. 
Bioquímicamente, estas alteraciones se asocian con la translocación de la fosfatidilserina a la 
cubierta externa de la membrana plasmática y con la activación de una endonucleasa que 
divide el DNA genómico en múltiples fragmentos internucleosómicos (Blanco-Colio, Hernández-
Presa et al. 2000). Estos procesos morfológicos y bioquímicos que caracterizan a la apoptosis, 
están mediados por efectores de muerte celular, las caspasas. Éstas se sintetizan en la célula 
como precursores inactivos o procaspasas, los cuales son activados generalmente por escisión 
en residuos de ácido aspártico por otras caspasas. La activación de las procaspasas puede 
inducirse desde el exterior de la célula a través de los receptores de señales de muerte de la 
superficie celular. Estos receptores pertenecen a la familia de receptores del TNF (factor de 
necrosis tumoral): receptor Fas (Fas/CD95) y receptor del TNF (TNFR). Los ligandos de estos 
receptores son el ligando Fas y TNF (pertenecen a la familia del TNF). Estos receptores 
normalmente se encuentran en forma trimérica, de forma que la unión de los ligandos induce 
su agregación (Schmitz, Kirchhoff et al. 2000; Vincenz 2001; Thorburn 2004). El receptor 
activado (Figura 9) recluta moléculas adaptadoras FADD (Fas-associated death domain) 
(Ashkenazi and Dixit 1998); éstas contienen un dominio de muerte que se une al del receptor 
(Zeiher, Fisslthaler et al. 1995), y un dominio efector de muerte que se une a un dominio 
análogo de la procaspasa 8, la cual sufre una activación autocatalítica convirtiéndose en 
caspasa 8 activa (Muzio, Chinnaiyan et al. 1996), ésta rompe y activa otras caspasas efectoras 
como la 3, 6 y 7, las cuales constituyen la principal actividad caspasa en las células apoptóticas 
(Degterev, Boyce et al. 2003). 





















Figura 9: Vías de señalización de la apoptosis: vía del receptor de muerte (TNF o ligando Fas/FADD/caspasa 8) y 
vía mitocondrial (familia Bcl-2/citocromo C/Apaf-1/caspasa 9) (Stoneman and Bennett 2004).  
 
 
La activación de las procaspasas también se puede producir desde el interior de la célula. 
Esta vía es dependiente de la liberación de citocromo C de la mitocondria al citoplasma. Una 
vez liberado se asocia con Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1) y con la procaspasa 
9, formándose un complejo denominado apoptosoma. El Apaf-1 transforma la procaspasa 9 en 
la forma activa, se libera del apoptosoma y activa las caspasas 3, 6 y 7 que provocan la 
apoptosis. La liberación del citocromo C está mediada por las proteínas de la familia Bcl-2: los 
miembros antiapoptóticos (Bcl-2 y Bcl-xL) bloquean la liberación del citocromo C, mientras que 
los proapoptóticos (Bax, Bim, Bid, Bad y Bak) y la p53 la inducen (Stoneman and Bennett 
2004). La apoptosis también está regulada intracelularmente a través de IAPs (inhibidores de la 
apoptosis). Estas proteínas inhiben la apoptosis de dos formas: se unen a algunas 
procaspasas impidiendo su activación y se unen a las caspasas inhibiendo su actividad. 
Cuando se libera el citocromo C de las mitocondrias para activar a Apaf-1, las mitocondrias 
también liberan una proteína que bloquea las IAPs, aumentando así la eficacia del proceso de 
activación de la muerte celular (Alberts, Johnson et al. 2002). 
La concentración de Ca+2 intracelular juega un importante papel en la patogénesis de la 
apoptosis (McConkey and Orrenius 1996). Muchos estudios han demostrado que la inducción 
de la apoptosis, se asocia con un aumento de Ca+2 intracelular: los bloqueantes de canales de 
calcio inhiben la apoptosis (Martikainen and Isaacs 1990), los ionóforos de Ca+2 desencadenan 
apoptosis en diversos tipos celulares (Kaiser and Edelman 1978; Wyllie, Morris et al. 1984; 
Martikainen and Isaacs 1990), los agentes quelantes de Ca+2 inhiben la activación de las 
caspasas, la fragmentación de DNA y la muerte celular (McConkey and Orrenius 1996a). El 
aumento de la concentración de Ca+2 intracelular puede conducir a la activación de quinasas 
dependientes de Ca+2 o fosfatasas, con la consiguiente activación de genes relacionados con el 
proceso de apoptosis. El incremento de los niveles de Ca+2 intracelular, también provoca un 
aumento de la captación de Ca+2 por la mitocondria, por lo que aumenta la liberación de 
citocromo C y la activación de la vía de apoptosis mitocondrial (Szabadkai and Rizzuto 2004). 
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Como se comentó anteriormente, los ácidos grasos cis-monoinsaturados, pero no los trans-
insaturados ni los saturados, inhiben el aumento de Ca+2 intracelular que se produce tras la 
activación de la vía del AMPc-PKA en células somatotropas (Perez, Camina et al. 1998), y del 
IP3-Ca
+2/DAG-PKC en fibroblastos (Casabiell, Pandiella et al. 1991) y células somatotropas 
(Perez, Casabiell et al. 1997). Además, el ácido oleico inhibe directamente los canales de Ca+2 
voltaje-dependientes de la membrana plasmática (Perez, Camina et al. 1997a). Este efecto 
sobre la movilización de Ca+2  hace pensar que los ácidos grasos tipo A puedan tener un efecto 
protector frente a la apoptosis celular. 
 
 
1.11-Apoptosis en el endotelio vascular 
En condiciones normales, las células endoteliales tienen un índice de recambio muy bajo; 
permanecen viables hasta 20 años. Esto indica que la apoptosis es relativamente rara en 
condiciones fisiológicas. En el endotelio intacto la proliferación celular es inhibida por el 
contacto de las células endoteliales, por lo que el incremento del recambio celular es 
consecuencia de la previa muerte celular. El índice de recambio aumenta significativamente en 
las zonas donde el flujo sanguíneo es lento o turbulento. En estas zonas, se observa un mayor 
número de células en apoptosis, y se desarrollan con mayor frecuencia las lesiones de 
aterosclerosis (Davies, Remuzzi et al. 1986). Esto sugiere un mecanismo de relación entre el 
recambio endotelial, y la susceptibilidad al desarrollo de la placa aterosclerótica. Además de la 
asociación de la apoptosis con el desarrollo de las lesiones ateroscleróticas, la apoptosis 
también juega un importante papel en eventos críticos de la progresión de la enfermedad, en 
los cuales la erosión de la placa y la formación del trombo conduce a la oclusión del vaso y al 
infarto. Las células que sufren apoptosis poseen actividad procoagulante al adherirse a ellas 
las plaquetas (Bombeli, Karsan et al. 1997; Bombeli, Schwartz et al. 1999), y los segmentos del 
vaso desnudos facilitan la agregación de plaquetas y el vasoespasmo, lo cual puede conducir a 
trombosis coronaria incluso en ausencia de rotura de la placa (Farb, Burke et al. 1996). 
La superficie luminal de las células endoteliales está expuesta a moléculas proinflamatorias 
y a factores de riesgo proaterogénicos que están asociados con el desarrollo y/o progresión de 
la aterosclerosis, los cuales son capaces de inducir apoptosis en las células endoteliales. La 
citoquina proinflamatoria TNFα (Robaye, Mosselmans et al. 1991), altas concentraciones de 
glucosa como las encontradas en la diabetes mellitus (Ho, Liu et al. 2000; Baumgartner-Parzer 
and Waldhausl 2001), las lipoproteínas de baja densidad (LDL oxidadas, Lp(a) oxidadas) las 
cuales se ha demostrado que juegan un importante papel en la aterogénesis, desencadenan 
apoptosis en células endoteliales (Dimmeler, Haendeler et al. 1997a; Harada-Shiba, Kinoshita 
et al. 1998; Li, Yang et al. 1998; Sato, Kokame et al. 1998; Walter, Haendeler et al. 1998; Galle, 
Schneider et al. 1999; Heermeier, Schneider et al. 1999). El incremento del estrés oxidativo 
está implicado en el desarrollo de disfunción endotelial y en la progresión de la aterogénesis, y 
se ha demostrado que las ROS inducen apoptosis en las células endoteliales (Hermann, Zeiher 
et al. 1997; Dimmeler, Hermann et al. 1999; Vissers, Pullar et al. 1999). La angiotensina II 
(Dimmeler, Rippmann et al. 1997; Li, Tomson et al. 1999; Li, Yang et al. 1999) y la adrenalina 
(Romeo, Li et al. 2000) se asocian con el desarrollo de la aterosclerosis y provocan apoptosis 
en células endoteliales. Con respecto al carácter inflamatorio de la aterosclerosis, ligandos del 
PPAR (receptor activado por proliferadores de peroxisomas) (Bishop-Bailey and Hla 1999), el 
cual está expresado en las lesiones ateroscleróticas, inducen apoptosis de las células 
endoteliales. Las endotoxinas bacterianas (Buchman, Abello et al. 1993; Haendeler, Zeiher et 
al. 1996; Haimovitz-Friedman, Cordon-Cardo et al. 1997; Choi, Wong et al. 1998) también 
desencadenan apoptosis de las células endoteliales, sugiriendo relación entre la infección y la 
disfunción endotelial. Las LDL nativas a concentraciones aterogénicas, también promueven 
apoptosis de las células endoteliales (Badimon and Martinez-Gonzalez 2002). En cuanto a la 
vía de señalización de la apoptosis endotelial, se ha demostrado que diversos estímulos 
proapoptóticos activan las caspasas y en particular la caspasa-3. Al inhibir la caspasa-3, se 
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bloquea la inducción de la apoptosis desencadenada por diversos estímulos (Kondo, Kondo et 
al. 1996; Mitra, Kim et al. 1998; Farber, Kitzmiller et al. 1999; Wang, Verna et al. 1999). 
En contraste con lo anterior, los factores antiaterogénicos protegen las células endoteliales 
de la apoptosis. El flujo laminar, que se considera uno de los factores endógenos de mayor 
poder antiaterogénico; protege a las células endoteliales inhibiendo la apoptosis inducida por 
diversos estímulos como la depleción de factores de crecimiento (Dimmeler, Haendeler et al. 
1996), el TNFα (Dimmeler, Haendeler et al. 1997), el H2O2 (Hermann, Zeiher et al. 1997) y las 
LDL oxidadas (Dimmeler, Hermann et al. 1999). Esta inhibición está mediada por la liberación 
de NO, el cual inhibe la cascada de las caspasas (Dimmeler, Haendeler et al. 1997). Otros 
factores antiaterogénicos, como los antioxidantes, previenen la apoptosis endotelial inducida 
por el TNFα, las LDL oxidadas y las endotoxinas (Abello, Fidler et al. 1994; Haendeler, Zeiher 
et al. 1996; Dimmeler, Haendeler et al. 1997a). Los estrógenos también inhiben la inducción de 
































































 Estudiar las características básicas de morfología y proliferación de la línea celular MS-
1, y su posible utilidad como modelo de células endoteliales inmortalizadas. 
 
 Determinar el efecto de diferentes ácidos grasos C18 sobre el ciclo celular en células 
MS-1, especialmente su impacto sobre la fase S y sobre la apoptosis. 
 
 Determinar el efecto de diferentes ácidos grasos C18 sobre la fluidez de membrana en 
células MS-1. 
 
 Analizar la relación entre los efectos biológicos de los ácidos grasos utilizados y su 
conformación espacial.  
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3-MATERIAL Y METODOS 
3.1-Cultivos celulares 
Para la realización del presente trabajo, se utilizó la línea celular MS-1 (MILE SVEN 1), que 
es una línea de células endoteliales pancreáticas murinas (C57BL/6) transformadas con el 
“SV40 large T antigen” (Jat and Sharp 1989) obtenida en 1994. Esta línea se usa como un 
modelo de endotelio, ya que mantiene muchas propiedades de las células endoteliales, como 
captación de LDL acetilada, expresión de receptores de VEGF y de antígenos relacionados con 
el Factor VIII (Arbiser, Moses et al. 1997). 
Las células MS-1, se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, 
SIGMA), suplementado con bicarbonato sódico (3.7 g/l, Panreac) glutamina (2 mM, SIGMA), 
piruvato sódico (1 mM, SIGMA), penicilina (100 U/ml, SIGMA), estreptomicina (100 µg/ml, 
SIGMA) y suero fetal de ternera (FCS, 10%, v/v, Gibco), sobre placas de petri desechables de 
100 mm de diámetro, hasta alcanzar una confluencia en torno al 90%, momento en el cual se 
subcultivaron. Para ello, las monocapas se lavaron dos veces con 2 ml de solución de HAM 
[solución I de Ham (Ham, RG; McKeehan, WL) sin glucosa, conteniendo en mM/l: KCl 
(Panreac), 3; NaCl (Panreac), 122; Na2HPO4 (Panreac), 1; HEPES (SIGMA) 30; pH 7.4, 
ajustado con NaOH (SIGMA)] libre de Ca2+ y Mg2+, con objeto de eliminar los iones divalentes y 
las proteínas séricas que pudiesen inhibir la acción de la tripsina. A continuación, se añadieron 
a cada placa 2 ml de la misma solución, suplementada con EDTA (0.9 mM, SIGMA) y tripsina 
(0.1%, SIGMA), que son retirados inmediatamente, dejando actuar tan sólo la película de 
solución de tripsina que permanece sobre las células. Al cabo de 5 minutos puede apreciarse a 
simple vista el despegamiento de la monocapa, proceso que se acelera si se dan pequeños 
golpes en el borde de las placas. Las células se recogieron en medio de cultivo completo, se 
diluyeron, y resembraron en una relación 1:5 a 1:20, dependiendo del experimento. 
Todos los cultivos fueron mantenidos en condiciones estériles a 37° C, en un incubador de 
CO2 con autocalibrado automático periódico, bajo una atmósfera humidificada (95 % de 
saturación) con 5% CO2/95% aire. 
 
 
3.2-Determinación espectrofluorimétrica de la proliferación celular 
La proliferación celular, se determinó mediante cuantificación de DNA con Hoechst 33258 
(SIGMA). El Hoechst 33258, es un colorante fluorescente que se excita en la región próxima al 
UV (350 nm) y emite a 500 nm. Se une específicamente a regiones del DNA de doble cadena 
ricas en A-T, provocando un aumento de la fluorescencia y cambiando el máximo de emisión 
de 500 nm a 460 nm. La fluorescencia medida es proporcional a la cantidad de DNA. A 
diferencia con otros métodos de cuantificación del DNA, el RNA, DNA simple hebra, las 
proteínas y buffers de extracción, no interfieren en la señal. 
Estos experimentos fueron realizados en placas de 24 pocillos, para las cuales se determinó 
que el número de células a sembrar por pocillo para obtener el máximo crecimiento era de 
20.000 células/pocillo. Veinticuatro horas después de la siembra se lavaron 2 veces con DMEM 
sin FCS y se serodeprivaron durante 24 horas con DMEM 0,5% FCS. Tras la serodeprivación, 
se lavaron 3 veces con DMEM sin FCS, se trataron con ácido oleico 10 µM (SIGMA) diluido en 
DMEM sin FCS o vehículo y se incubaron durante 1 hora a 37º C bajo una atmósfera de 95% 
aire/5% CO2. Posteriormente en la placa control y en la placa tratada con ácido oleico, se 
añadió FCS (hasta alcanzar una concentración final de 0,5%, 2,5%, 5%, 10% FCS) y los 
factores de crecimiento VEGF 50 nM (Becton Dickinson) y Endotelina-1 75 nM (SIGMA) con 
0,5% FCS (concentraciones a las que se obtiene la máxima proliferación) en los 
correspondientes pocillos y se incubó durante 48 h. Finalmente, se lavaron las células con PBS 
[NaCl 137.0 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 12H2O 8 mM (Panreac), KH2PO4 1,5 mM (Panreac), 
pH=7.4], se añadió 0,5 ml de tampón de lisis [NaCl 150 mM, TRIS HCl 25 mM pH=7,8 (SIGMA), 
EDTA 1 mM, SDS 1%(SIGMA)] a cada pocillo, se dejó actuar 5 minutos y se recogieron los 
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lisados que fueron guardados a -20 ºC hasta su análisis. La Figura 10 resume las condiciones 
ensayadas en este experimento: 
  
Figura 10: Diseño experimental de la determinación del efecto del ácido oleico sobre la proliferación celular . 
 
La determinación fluorimétrica de DNA, se hizo siguiendo el protocolo de Labarca & Paigen 
modificado (Labarca and Paigen 1980). Se preparó una dilución de trabajo de Hoechst 33258 2 
mg/ml en TNE 1X (solución stock TNE 10X= Tris 100mM (SIGMA), NaCl 2.0M, EDTA 10mM; 
pH 7.4), y se pipetearon 10 μl de lisado celular (una vez descongelado y homogeneizado) en 2 
ml de la dilución anterior. Después de incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente en 
oscuridad, se midió la fluorescencia de cada muestra en un espectrofluorímetro Shimadzu RF 
5000 seleccionando como longitud de onda de excitación y emisión 356 nm y 458 nm 
respectivamente. La determinación de la concentración de DNA de cada muestra se realizó por 
extrapolación a partir de una recta patrón que se obtiene utilizando DNA de esperma de salmón 
(SIGMA). A diluciones seriadas de este DNA se agregó la misma cantidad de Hoechst que a 
los lisados celulares y se determinó su fluorescencia a fin de obtener la curva patrón. Este 
método se utilizó teniendo en cuenta que la concentración de las muestras incógnita estaba 
comprendido dentro del rango de concentraciones de DNA patrón utilizado para la realización 
de la recta patrón. Se descartaron los experimentos en los que le R de la recta patrón fue 
menor a 0.98.  
 
 
3.3-Estudio del ciclo celular y la apoptosis por citometría de flujo 
El análisis del ciclo celular y de la apoptosis de células MS-1 se realizó por citometría de 
flujo, para lo cual las células se tiñeron con ioduro de propidio (IP); un marcador fluorescente 
que se excita a una longitud de onda de 488 nm, y una vez unido al ácido nucleico emite 
fluorescencia a 620 nm. El IP se une estequiométricamente al DNA, lo que permite relacionar 
directamente la cantidad de fluorescencia medida a 620 nm con el contenido de DNA. Las 
moléculas de IP, se intercalan entre los pares de bases de los ácidos nucleicos, tanto del DNA 
A                 B              C                D                E                      F    
FCS             FCS FCS FCS VEGF            ET - 1 
0,5%            2,5%           5 %            10%         50nM             75nm 
1 
FCS 0  , 5  % 
Vehículo 
FCS 2  , 5  % 
Vehículo 
FCS  5  % 
Vehículo 
FCS 10  % 
Vehículo 
FCS 0  , 5  % 
Vehículo 
VEGF 50  nM 
FCS 0  , 5  % 
Vehículo 
ET - 75  nM 
1 
2 
FCS 0  ,. 5 % 
Vehículo 
FCS 2  , 5   % 
Vehículo 
FCS 5  % 
Vehículo 
FCS 10  % 
Vehículo 
FCS 0  ,. 5 %  
Vehículo 
VEGF 50  nM 
FCS 0  , 5  %  
Vehículo 
ET - 75  nM 
2 
3 
FCS 0  ,. 5 %  
Vehículo 
FCS 2  ,  5  % 
Vehículo 
FCS 5  % 
Vehículo 
FCS 10  %  
Vehículo 
FCS 0   ,. 5 % 
Vehículo 
VEGF 50  nM 
FCS 0  , 5  % 
Vehículo 
ET - 75  nM 
3 
4 
FCS 0  ,. 5 %  
Vehículo 
FCS 2  , 5  % 
Vehículo 
FCS 5  %  
Vehículo 
FCS 10  %  
Vehículo 
FCS 0  , 5  % 
Vehículo 
VEGF 50  nM 
FCS 0  , 5   % 
Vehículo 
ET - 75  nM 
4 
      A                  B                   C                 D                   E                      F     
A                  B                  C                D                  E                       F    
FCS             FCS FCS FCS VEGF                ET - 1 
0,5%            2,5%              5%              10%             50nM                 75nm 
1 
FCS 0  ,. 5 % 
AO 10  µM 
FCS 2  , 5  % 
AO 10  µM 
FCS 5  %  
AO 10  µM 
FCS 10  %  
AO 10  µM 
FCS 0  , 5  % 
AO 10  µM 
VEGF 50  nM 
FCS 0  , 5  % 
AO 10  µM 
ET - 75  nM 
1 
2 
FCS 0  ,. 5 % 
AO 10  µM 
FCS 2  , 5  % 
AO 10  µM 
FCS 5   %  
AO 10  µM 
FCS 10  %  
AO 10  µM 
FCS 0  , 5  % 
AO 10  µM 
VEGF 50  nM 
FCS 0  , 5  % 
AO 10  µM 
ET - 75  nM 
2 
3 
FCS 0  ,. 5 % 
AO 10  µM 
FCS 2  , 5  % 
AO 10  µM 
FCS 5  %  
AO 10  µM 
FCS 10  % 
AO 10  µM 
FCS 0  ,. 5 % 
AO 10  µM 
VEGF 50  nM 
FCS 0  ,. 5 % 
AO 10  µM 
ET - 75  nM 
3 
4 
FCS   0  , 5  % 
AO 10  µM 
FCS 2  , 5  % 
AO 10  µM 
FCS 5  % 
AO 10  µM 
FCS 10  % 
AO 10  µM 
FCS 0  ,. 5 % 
AO 10  µM 
VEGF 50  nM 
FCS 0  , 5  % 
AO 10  µM 
ET - 75  nM 
4 
A                 B                  C                 D              E                   F     
Placa control 
Tratamiento con ácido oleico 
                                                                                                                                                            Material y Métodos 
37 
 
como del RNA, por lo que a fin de eliminar la interferencia generada por el RNA, las células se 
tratan con RNAasa de forma que la cantidad de colorante unido que se obtiene es proporcional 
al contenido de DNA. En la fase G0 (reposo) y G1 (presintética), la célula tiene un contenido 
diploide (2n) de DNA. Durante la fase S o de síntesis, la célula duplica su contenido en DNA 
convirtiéndose en tetraploide (paso de 2n a 4n). En la fase G2 o postsintética, y al inicio de la 
mitosis, la célula mantiene este doble contenido de ADN hasta que se divide en dos hijas de 
contenido diploide. Los análisis de ciclo celular, se representan en forma de histogramas de 
intensidad de fluorescencia de la sonda de DNA, la cual es proporcional al contenido de DNA. 
La región que se encuentra en los canales más bajos del espectro, llamada subG0, 
corresponde a células con el ADN fragmentado, lo cual puede correlacionarse con una fase 
tardía de apoptosis; células con un contenido de DNA inferior a 2n (Darzynkiewicz, Bruno et al. 
1992). Al final de esta región, se encuentra el pico G0/G1 correspondiente a células con 
contenido diploide de ADN. La siguiente región no muestra un pico, sino un intervalo de 
canales, que corresponde a una cantidad de DNA variable entre 2n y 4n. Esta región, se asocia 
a células en diferentes etapas de la fase de síntesis S. Seguidamente se encuentra el pico 
G2/M, situado en un canal doble del correspondiente al pico G0/G1, ya que se debe a células 
tetraploides (Figura 11). 
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Figura 11: Histograma de intensidad de fluorescencia de la sonda de DNA. 
 
Para el procesamiento de muestras por citometría de flujo, se usó el protocolo de 
Darzynckiewicz et al., 1992. Las células fueron cultivadas en placas de 100 mm de diámetro a 
partir de cultivos al 90% de confluencia, sembrando para cada tiempo del experimento el 
número de células necesario para obtener al final del mismo 1-2 millones de células/placa, 
concentración óptima para realizar la lectura en el citómetro de flujo. A las 24 h, las células se 
lavaron 2 veces con DMEM sin FCS, y se serodeprivaron mediante incubación en medio 
DMEM suplementado con un 0,5% de FCS durante 24 h. En estas condiciones, la falta de 
nutrientes provocó el arresto del ciclo celular, con lo que se consiguió sincronizar el cultivo 
celular. Se lavaron a continuación las monocapas 3 veces con DMEM sin FCS, se trataron con 
ácido oleico, ácido elaídico y ácido esteárico 10 µM (SIGMA) ó vehículo y se incubaron durante 
1 hora a 37º C bajo una atmósfera de 95% aire/5% CO2. Se añadió posteriormente FCS hasta 
una concentración final de 10% (medio completo) o de 0.5% (medio restrictivo) y se prosiguió la 
incubación, tomándose muestras a las 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 y 48 horas. Se recogieron tanto 
las células en suspensión, como las adheridas a la placa, para lo cual las monocapas celulares 
se lavaron 2 veces con HAM suplementado con EDTA 0,9 mM y se tripsinizaron con HAM 
suplementado con EDTA 0,9 mM más tripsina 1mg/ml. Las células una vez despegadas, se 
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levantaron con 5 ml de DMEM 10% FCS y se lavaron 2 veces con PBS 1X suplementado con 
0,1% BSA (SIGMA), mediante 2 centrifugaciones a 1.500 x g durante 5 minutos. 
Posteriormente, se resuspendieron a 1,5 millones de células/ml y se fijaron con etanol 70% 
(Panreac) durante 1 hora a 4º C. Una vez fijadas se conservaron a -20º C hasta su análisis. 
Para ésto, se centrifugaron las células fijadas a 1.500 x g durante 5 minutos para eliminar el 
etanol y se centrifugaron 2 veces más con PBS 1X suplementado con 0,1% BSA para lavarlas. 
Posteriormente se resuspendieron en 0,5 ml de PBS 1X 0,1% BSA y 0,5 ml buffer de extracción 
de DNA (Na2HPO4 12H2O 0,2 M, C6H8O7 1H2O 0,1 M, pH=7,8). Tras una incubación de 5 
minutos a temperatura ambiente, se centrifugaron las células a 1500 x g, se eliminó el 
sobrenadante y se añadió 1 ml de IP (50 µg/ml, SIGMA), esta mezcla se suplementó con 50 l 
de ARNasa A (10mg/ml, SIGMA). Las células se incubaron en esta solución durante 30 minutos 
a temperatura ambiente. Finalmente se analizaron utilizando el citómetro de flujo Coulter® 
EPICS® XL™. La suspensión celular se inyectó en la cámara de flujo y se midió la 
fluorescencia emitida por el IP utilizando el filtro PB 620 (FL3). Las medidas fluorimétricas se 
analizaron a través de histogramas de intensidad de fluorescencia. Éstos permitieron 
establecer los porcentajes de la población celular que se encuentran en las distintas fases del 
ciclo celular para cada tratamiento. 
 
 
3.4-Determinación de la fluidez de membrana por espectroscopía de fluorescencia 
El estudio de la fluidez de membrana se realizó por espectroscopía de fluorescencia 
midiendo la anisotropía de fluorescencia en estado estacionario, es decir, con excitación y 
observación constantes. 
Las membranas lipídicas no presentan fluorescencia natural, por lo que para el estudio de 
las propiedades de la bicapa, es necesario utilizar sondas fluorescentes que se inserten en 
ellas. Se utilizó como sonda el DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno, SIGMA), el cual se sitúa en la 
región apolar de la bicapa lipídica adoptando una orientación paralela o perpendicular a las 
cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos.  
La anisotropía de fluorescencia mide la difusión rotacional de la sonda, la cual va a 
depender de la fluidez de la membrana y se basa en el principio de excitación fotoselectiva de 
fluoróforos mediante luz polarizada. Refleja la capacidad de la sonda de despolarizar el plano 
de luz polarizada de la fuente de excitación. Esta despolarización ocurre entre la absorción de 
luz polarizada y la emisión de fluorescencia. Cuando una población de fluoróforos se excita con 
luz linealmente polarizada, la probabilidad de excitación de una molécula de fluoróforo depende 
de la orientación de su momento dipolar de absorción con respecto a la dirección del vector 
campo eléctrico de la luz de excitación. De este modo, se excitan preferentemente las 
moléculas de fluoróforo cuyo momento de transición está orientado en una dirección próxima a 
la del vector campo eléctrico de la luz de excitación, lo que se conoce como fotoselección 
(Lakowicz 1999). La excitación selectiva da lugar a una población de fluoróforos parcialmente 
orientada y por lo tanto a una emisión de fluorescencia parcialmente polarizada. La velocidad 
con la que un fluoróforo es capaz de rotar durante su tiempo de vida media en el estado 
excitado determinará su anisotropía la cual está directamente relacionada con la polarización. 
Esta característica puede ser directamente relacionada con la fluidez de las bicapas lipídicas, 
ya que alteraciones de la rigidez de la bicapa lipídica, provocan alteraciones en el movimiento 
rotacional de la sonda y como consecuencia se modifica la anisotropía (Sousa, Nunes et al. 
2008). La relación entre anisotropía y fluidez de la membrana es inversa; a mayor anisotropía, 
menor fluidez de la membrana lipídica. Las moléculas de fluoróforo orientadas paralelamente a 
la radiación de excitación polarizada verticalmente, se excitan. En una membrana en estado 
gel, la sonda no puede rotar libremente durante su tiempo de vida media en estado excitado 
debido a que existen muchas interacciones entre las cadenas acilos de los fosfolipidos, por lo 
que van a emitir luz polarizada. Sin embargo cuando la luz polarizada excita la sonda insertada 
en una membrana fluida, debido a que las interacciones entre las cadenas acilos de los 
fosfolípidos son reducidas, éstas presentan mayor movimiento y la sonda insertada en la 
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membrana rota durante su tiempo de vida en estado excitado, disminuyendo la emisión de luz 
polarizada y la anisotropía. 
Para el estudio de la fluidez de membrana de las células MS-1, éstas fueron cultivadas en 
placas de 100 mm de diámetro. Al alcanzar una confluencia de aproximadamente el 90%, se 
lavaron 2 veces con HAM suplementado con EDTA 0,9 mM y se tripsinizaron. Una vez 
despegadas, se levantaron con 5 ml de DMEM suplementado con 10% FCS. Se lavaron 3 
veces con PBS 1X, mediante 3 centrifugaciones a 1.500 x g durante 5 minutos. Posteriormente 
se resuspendieron en PBS 1X a una concentración de 1.000.000 células/ml y se añadió la 
sonda DPH disuelta en tetrahidrofurano (SIGMA) a una concentración final 1µM. Se incubaron 
durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Se transfirieron 2 ml de la 
suspensión de células a una cubeta de cuarzo y se midió la anisotropía a 37ºC bajo agitación 
constante en el espectrofluorímetro PerkinElmer LS 55 utilizando una longitud de onda de 
excitación de 365 nm y de emisión de 425 nm. La temperatura de la cámara de medición se 
equilibró durante los 10 minutos anteriores a la recogida de los datos de fluorescencia, que se 
realizó durante un intervalo de 0-900 y 0-1.500 segundos, dependiendo del experimento como 
se explica más abajo. Las muestras se excitaron con luz polarizada verticalmente y se midieron 
las componentes de la intensidad de fluorescencia polarizada en las direcciones paralela (I‖) y 
perpendicular (I┴) al plano de polarización de la luz de excitación. 
La anisotropía (r) de emisión de fluorescencia en estado estacionario de una solución 
excitada con luz polarizada linealmente se define por la siguiente ecuación (Lakowicz 1999):  
 
                  I‖ - GI┴ 
r = 
                                I‖ + 2GI┴   
 
I‖ y I┴ corresponden a la intensidad de radiación polarizada vertical y horizontal, 
respectivamente, cuando la radiación de excitación es polarizada verticalmente. El factor G, es 
el factor de corrección para los fotomultiplicadores. Se usa para corregir la sensibilidad 
diferencial de los fotomultiplicadores a la luz polarizada vertical y horizontal. Es la razón entre la 
luz polarizada vertical y la luz polarizada horizontal cuando el haz de excitación de luz es 
polarizado horizontalmente. El factor de corrección es proporcional a la turbidez, y puede ser 
compensado usando un bajo número de células. 
 
Para observar el efecto del ácido oleico, elaídico y esteárico sobre la fluidez, éstos se 
añadieron a la cubeta a los 300 segundos a concentración 5, 10, 15, 20, 25, 50 o 100 µM y se 
midió la anisotropía durante 900 segundos. El análisis de los resultados se realizó calculando la 
variación de la anisotropía tras la adición de las diferentes concentraciones de ácidos grasos 
una vez estabilizada la señal, considerando como tal los datos recogidos de 600 a 900 
segundos (Figura 12). 
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Figura 12: Anisotropía de fluorescencia en función del tiempo (segundos). Comprobada la estabilización de la señal 
a los 300 segundos se añade el tratamiento, después hay un período de estabilización de la señal que se descarta 
para el análisis de los resultados y éste se realiza con los datos obtenidos en la fase estable post-tratamiento. 
 
La determinación del efecto del FCS sobre la fluidez la membrana de las células 
endoteliales MS-1 y la contribución de los lípidos presentes a dicho efecto, se realizo mediante 
la delipidación del FCS siguiendo el protocolo de Bill E. Cham and Brian R. Knowles; 1976 
modificado (Cham and Knowles 1976). Esto nos permitió eliminar los triglicéridos, colesterol, 
fosfolipidos, y ácidos grasos no esterificados del FCS sin desnaturalizar las proteínas. Para ello 
se preparó una mezcla de n-butanol (SIGMA) y Di-isopropil éter (DIPE, SIGMA) 40:60 v/v y se 
añadieron 10 ml de esta mezcla a 5 ml de FCS en un tubo de vidrio con tapón de polietileno. 
Se realizó en paralelo un control de extracción con 5 ml de PBS. Esta mezcla se mantuvo en 
agitación durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de la extracción, la mezcla se 
centrifugó a 2.000 r.p.m. durante 5 minutos para separar la fase acuosa y la orgánica. La fase 
acuosa se aspiró con una jeringa y se eliminaron las trazas de disolvente sometiéndola a 
aspiración con una bomba de agua durante 1 minuto a 37 ºC, obteniendo suero delipidado con 
las proteínas del FCS.  
Veinte microlitros de FCS delipidado o FCS se añadieron (sin diluir y a dilución 1:2, 1:4, 1:8) 
a 2 ml de células marcadas con DPH a 37 ºC en agitación a los 300 segundos de iniciar la 
lectura de la anisotropía de fluorescencia y se registró la anisotropía durante 900 segundos. El 
análisis de los resultados se realizó calculando la variación de la anisotropía tras la adición de 
FCS una vez estabilizada la señal, considerando como tal los datos recogidos de 600 a 900 
segundos (Figura 12). 
El efecto de una posible unión de los ácidos grasos a las proteínas del suero sobre los 
resultados obtenidos al determinar la fluidez de las membranas se estudió en primer lugar 
enriqueciendo el FCS/FCS delipidado con ácido oleico, elaídico y esteárico 100 µM. El 
FCS/FCS delipidado enriquecido en ácidos grasos se añadió (20 µl) a 2 ml de la suspensión de 
células marcadas con DPH a los 300 segundos y se registró la anisotropía durante 900 
segundos, considerando para el análisis de los resultados, los datos obtenidos una vez 
estabilizada la señal (600-900 segundos) (Figura 12). En segundo lugar, se comprobó el efecto 
de la adición diferida de ácidos grasos en células previamente tratadas con FCS/FCS 
delipidado. Para ello, a los 300 segundos se añadió FCS ó FCS delipidado a las células 
marcadas y a los 800 segundos el ácido oleico, elaídico ó esteárico 10 µM registrando la 
anisotropía hasta 1500 segundos. El análisis de resultados se realizó con los datos obtenidos 
una vez estabilizada la señal (600-800 segundos y 1200-1500 segundos) (Figura 13). 
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Figura 13: Anisotropía de fluorescencia en función del tiempo (segundos). Comprobada la estabilización de la señal 
a los 300 segundos se añade el tratamiento 1, después hay un período de estabilización que se descarta en el 
análisis de los resultados y éste se realiza con los datos obtenidos en la fase estable post-tratamiento-1. A los 800 
segundos se añade el tratamiento 2 y se analizan los datos recogidos en la fase estable post-tratamiento-2. 
 
Las variaciones de anisotropía con los distintos tratamientos aplicados a las células, se 





Los resultados de este trabajo se expresaron como la media ± EEM de al menos 3 
experimentos independientes (n=3). La significación estadística para 2 grupos de comparación, 
fue determinada con la prueba de t-student para muestras pareadas, mediante el programa 
StatView. Para más de 2 grupos de comparación, se utilizó el programa SigmaPlot 9.0 y se 
realizó la prueba de análisis de la varianza de un factor (ANOVA). La normalidad e igualdad de 
varianzas entre experimentos independientes se analizaron utilizando las pruebas de 
Kolmogorov-Smirnov y de Levene respectivamente (Nist/Sematech 2015). El contraste post hoc 
y las comparaciones múltiples por parejas se realizaron utilizando la prueba de Holm-Sidak 
(Keppel and Wickens 2004). Una vez comprobadas la normalidad e igualdad de las varianzas 
de los datos, se consideraron diferencias estadísticamente significativas entre medias cuando p 
< 0,05. (p<0,05; 5% de probabilidad de obtener diferencias debidas al azar). 



































































4.1-Características morfológicas de los cultivos celulares  
La línea celular MS-1 es una línea derivada de endotelio de rata obtenida mediante 
transformación estable con SV-40. Esto la hace particularmente útil para estudios de 
proliferación, ya que no es necesario obtener la línea primaria a partir de tejido vascular, 
pudiéndose mantener en cultivo de forma permanente. Estas células presentan una morfología 
típicamente poligonal y crecen en pequeñas colonias expandiéndose por la superficie de cultivo 
formando una monocapa. Para los experimentos realizados en este trabajo, se utilizaron 
células sembradas a partir de cultivos celulares con un 90% de confluencia (Figura 14 A), 
utilizando para los pases diluciones 1:5-1:10. Esta confluencia se alcanzó a los 2-3 días 
respectivamente. A partir de estos cultivos, una vez determinada la densidad celular necesaria, 
se sembraron las células para realizar los experimentos de ciclo celular y apoptosis y de 
proliferación celular. Las células se dejaron crecer 24 horas en medio completo (Figura 14 B) y 
se serodeprivaron durante 24 horas para sincronizar la población celular (Figura 14 C) antes de 
añadir el tratamiento. Las células serodeprivadas cambiaron su morfología adquiriendo forma 
alargada (Figura 14 C, 14 D, 14 E), pero cuando se trataron con medio completo (Figura 14 F, 
14 G), recuperaron su forma poligonal y crecieron con normalidad. La adición de ácido oleico 
no afectó a la morfología celular (Figura 14 E, 14 G). 
 
D    E
  A  B C
F    G
 
 
Figura 14: Características morfológicas de las células MS-1. (A) Células antes de ser sembradas para iniciar los 
experimentos (90% confluencia). (B) Células tras 24 horas de cultivo, inmediatamente antes de la serodeprivación. 
(C) Cultivo celular tras 24 horas de serodeprivación. (D) Células incubadas 30 horas en medio de cultivo restrictivo 
(0,5% FCS) tras la serodeprivación. (E) Células incubadas 30 horas en medio restrictivo suplementado con ácido 
oleico (10 M). (F) Células incubadas 30 horas en medio de cultivo completo (10% FCS) tras la serodeprivación. .(G) 
Células incubadas 30 horas en medio completo suplementado con ácido oleico (10 M). 
 
 
4.2-Ensayos de proliferación celular 
Para evaluar la proliferación celular, se realizaron experimentos piloto de proliferación a 48 h 
para establecer la densidad celular óptima de partida que permitiese obtener una respuesta 
proliferativa máxima. Para ello se utilizaron placas de 24 pocillos en las que se sembraron 
5.000, 10.000 y 20.000 células/pocillo, estimuladas posteriormente con concentraciones 
crecientes de FCS.  
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Como se puede observar en la Figura 15-A, la proliferación máxima se alcanzó al sembrar 
20.000 células/pocillo, obteniéndose en estas condiciones un aumento aproximadamente lineal 
del número de células (calculado en base al contenido total de DNA) en función de la 
concentración de FCS añadido al medio. 
En estas condiciones experimentales, las células MS-1 proliferaron de forma débil en 
respuesta a estímulos mitogénicos clásicos del endotelio (Figura 15-B), como VEGF y 
endotelina-1 (Shichiri, Kato et al. 1997; Zachary and Gliki 2001). No mostraron sin embargo una 
respuesta mitogénica apreciable tras la administración de EGF. La respuesta máxima se 
alcanzó a dosis de 75 nM para endotelina-1, y de 50 nM para VEGF. A dosis superiores, el 







































































































Figura 15: (A) Estandarización de las condiciones experimentales para el análisis de la proliferación celular en 
cultivos expuestos a concentraciones crecientes de FCS durante 48 h. Los mejores resultados se obtuvieron 
sembrando las células a una densidad de 20.000 células/pocillo. (B) Curva dosis-respuesta de proliferación celular 
de células MS-1 en respuesta a estimulación con dosis crecientes de FCS (control) VEGF, ET-1 y hEGF.  
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4.3-Efecto del ácido oleico sobre la proliferación celular 
Para determinar el efecto del ácido oleico sobre la proliferación celular, se estudió la 
respuesta proliferativa de las células endoteliales a estímulos específicos de crecimiento 
celular, en presencia de ácido oleico. Para ello se sembraron 20.000 células/pocillo (t = -48 h), 
en placas de 24 pocillos con medio de cultivo suplementado con un 10% de FCS. A t = -24 h, 
las células se sometieron a 2 lavados consecutivos con medio libre de suero, y posteriormente 
se cultivaron 24 h en condiciones de serodeprivación para sincronizar la población celular 
(Figura 16), tras lo cual las células se lavaron con medio de cultivo libre de FCS 3 veces (t = 0 
h), y recibieron el tratamiento correspondiente durante t = 48 h, transcurridas las cuales se 
cuantificó el contenido total de DNA mediante fluorimetría con Hoechst 33258 (Figura 17). El 
efecto del ácido oleico (10 M) sobre la proliferación celular, se evaluó añadiendo a las células 
serodeprivadas estímulos mitogénicos específicos: VEGF (50 nM) y Endotelina-1 (75 nM). 
Dentro de cada serie, se incluyó una curva patrón de proliferación celular, con concentraciones 
crecientes de suero fetal bovino (estímulo mitogénico complejo), tanto para los experimentos 
realizados en condiciones control como para los realizados en presencia de ácido oleico.  
 
 
             Siembra   Serodeprivación   Tratamiento: AO 10 µM ó vehículo (t = -1 h)  
 
 
                    
  
            
 
 
                  
                                                     t = 0 h :                                                           
                                                         AO 10 M + VEGF 50 nM (0,5% FCS) 
                                                         AO 10 M + ET-1 75 nM (0,5% FCS) 
                                                         AO 10 µM (0,5%, 2,5%, 5%, 10% FCS) 
                                                         control + VEGF 50 nM (0,5 % FCS) 
                                                         control + ET-1 75 nM (0,5% FCS)  
                                                         control (0,5%, 2,5%, 5%, 10% FCS) 
 
                                                                                            Recogida de muestras 
 
Figura 16: Diseño experimental para el experimento de proliferación celular.  
 
 
Como se muestra en la Figura 17 (gráfica superior), el ácido oleico no afectó de forma 
estadísticamente significativa a la proliferación celular cuando las células endoteliales se 
trataron con concentraciones crecientes de suero fetal bovino (estímulo complejo). Sin 
embargo, la pre-incubación de los cultivos celulares con ácido oleico (10 M), afectó de forma 
clara a la respuesta mitogénica de las células frente a estímulos específicos. En estas 
condiciones, el ácido oleico potenció la proliferación celular en respuesta a VEGF (50nM) y ET-
1 (75 nM). Si cuantificamos la respuesta utilizando la curva estándar de proliferación en 
respuesta a FCS, se comprueba que el VEGF indujo una respuesta proliferativa equivalente a 
la que se obtuvo con una concentración de FCS del 3,91% frente a un 0,64% en controles 
(p<0,05). En el caso de la ET-1 la respuesta proliferativa en células tratadas con ácido oleico, 
sería equivalente a la obtenida en presencia de un 4,00% de FCS frente a un 1,00% en 
controles (p<0,05).  
Resulta interesante comprobar el efecto del ácido oleico sobre la proliferación celular en 
condiciones de hipoxia (0,5% O2). En un contexto clínico, la hipoxia sistémica se acompaña de 
una marcada elevación de los ácidos grasos a nivel tisular (Hochachka 1986; Yoshida, Ikeda et 
-48 horas -24 horas  48 h 
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al. 1986), y se ha sugerido que esta elevación podría tener un papel protector para las células. 
Los resultados obtenidos en el presente estudio (Figura 17-gráfica inferior) mostraron que 
aunque globalmente la proliferación celular se redujo en condiciones de hipoxia, el ácido oleico 
potenció en mayor medida la acción mitogénica del VEGF y de la ET-1 que en condiciones de 
normoxia. En células serodeprivadas tratadas con ácido oleico (10 M) y VEGF (50 nM)/ ET-1 
(75 nM), se alcanzó una proliferación celular equivalente a la obtenida con un 5,57% y un 













































    







Figura 17: Proliferación celular en condiciones de normoxia e hipoxia en células control y en células tratadas con 
ácido oleico, en presencia de concentraciones crecientes de FCS, o dosis maximales de VEGF y endotelina-1. Los 
resultados muestran la media ± EEM de 3 y 4 experimentos independientes en condiciones de normoxia e hipoxia 
respectivamente. La significación estadística se determinó con la prueba de t-student para muestras pareadas. 
(diferencias significativas respecto al control * p<0,05, ** p<0,01). 
 
 Control Ácido oleico 
Mitógenos ng DNA    FCSeq (%)  ng DNA   FCSeq (%) 
ET-1 75 nM 86,12 1,00 163,19 4,00 
VEGF 50 nM 75,32 0,64 161,16 3,91 
 Control Ácido oleico 
Mitógenos ng DNA    FCSeq (%)  ng DNA   FCSeq (%) 
ET-1 75 nM 72,61 1,22 124,47 6,80 
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4.4-Análisis del ciclo celular y apoptosis por citometría de flujo 
Para la caracterización del efecto del ácido oleico sobre la supervivencia y la proliferación 
endotelial, se ha utilizado un modelo experimental en el que se analiza la progresión temporal 
del ciclo celular mediante citometría de flujo con ioduro de propidio, en presencia o en ausencia 
de ácido oleico, tanto en condiciones estándar (medio completo, suplementado con FCS al 
10%) como en condiciones de serodeprivación (medio restrictivo, suplementado con FCS al 
0,5%). 
Las células endoteliales MS-1 se cultivaron en placas de 100 mm de diámetro. La siembra (t 
= -48 h) se realizó a partir de cultivos al 90% de confluencia, sembrando para cada tiempo del 
experimento el número de células necesario para obtener al final del mismo 1-2 millones de 
células/placa, concentración óptima para realizar la lectura en el citómetro de flujo. El diseño 
experimental se muestra en la Figura 18. A t = -24 h, las células se lavaron 2 veces con DMEM 
sin FCS, y se serodeprivaron mediante incubación en medio DMEM suplementado con un 0,5% 
de FCS hasta t = -1 h. En estas condiciones, la falta de nutrientes provocó el arresto del ciclo 
celular, con lo que se consiguió sincronizar el cultivo celular (el 62% de las células están en 
fase G0/G1 tras la serodeprivación, como muestra la Figura 19). Se lavaron a continuación las 
monocapas 3 veces con DMEM sin FCS, se trataron con ácido oleico (10 µM) ó vehículo (metil-
-ciclodextrina) y se incubaron durante 1 hora a 37º C bajo una atmósfera de 95% aire/5% CO2. 
Se añadió posteriormente (t = 0 h) FCS hasta una concentración final de 10% (medio completo) 
o de 0,5% (medio restrictivo) y se prosiguió la incubación, tomándose muestras a las 6, 12, 18, 
24, 30, 36, 42 y 48 horas. 
 
 
 Siembra   Serodeprivación    Tratamiento: ácido oleico 10 µM ó vehículo (t = -1 h)  
 
 
                     
                      t = 0 h  
 
 
                                                                                 Recogida de muestras 
 
Figura 18: Diseño experimental para el análisis del ciclo celular y de la apoptosis por citometría de flujo. 
 
 
El análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo nos va a aportar información sobre el 
efecto del ácido oleico sobre la supervivencia y proliferación celular en células MS-1, ya que el 
análisis citométrico nos permite establecer una relación entre el contenido relativo de DNA de 
cada célula y la fase del ciclo celular en la que se encuentra, obteniéndose información sobre la 
capacidad proliferativa de una población celular. Las células con una cantidad: 
 inferior a 2n de DNA, son células con el DNA fragmentado, lo cual  puede 
correlacionarse con una fase tardía de apoptosis. 
 2n de DNA, se corresponden con las células que se encuentran en las fases G0 y G1 
del ciclo celular.  
 entre 2n y 4n de DNA, coinciden con las que se encuentran replicando su DNA; fase S 
del ciclo celular. 
 4n de DNA se corresponden con las células que están en las fases G2 y M del ciclo 
celular. 
 
-48 horas -24 horas  6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
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Hay que tener en cuenta que el análisis citométrico del contenido celular de DNA por sí solo 
no refleja de manera precisa la capacidad proliferativa de una población celular, por lo que 
estos datos deben de ser contrastados con otros métodos como la cuantificación de síntesis de 
DNA con Hoechst 33258 . 
En el sistema celular utilizado para la realización de este trabajo, después de la 
sincronización celular por serodeprivación durante 24 h, se obtuvo una distribución de 
poblaciones constante, con mayoría de células en G0/G1, mientras que se observó una 














Figura 19: Determinación del grado de sincronización celular. Tras la serodeprivación de 24 h, inmediatamente 
antes de añadir el tratamiento (t = 0), un 62% de la población celular está en fase G0/G1. 
 
 
En la Figura 20 se muestran los histogramas del ciclo celular de células control y tratadas 
con ácido oleico 10µM. Las Tablas 1 y 2 indican los porcentajes de células obtenidos en cada 
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Figura 20: Histogramas del ciclo celular de células control y células tratadas con ácido oleico 10 µM a las 6, 12, 18, 
24, 30, 36, 42 y 48 h de cultivo celular. 
 
                                                                                                                                                                         Resultados 
49 
 
Cuando el ciclo celular se analizó en células mantenidas en medio completo, se apreció 
claramente que gran parte de la población entró de forma sincronizada en el ciclo celular, en 
respuesta a la estimulación con FCS. El porcentaje de la población en fase S se incrementó 
desde t = 6 h, y alcanzó su pico a t = 24 h (Figura 21 A). A partir de ese momento, se inició un 
declive progresivo, de nuevo hasta los valores de pre-estimulación. El porcentaje de células en 
la fase G2/M también disminuye progresivamente desde t = 24 h (Figura 21 B). Este aumento 
de la población en la fase S, se vio reflejado en una reducción de la población en fase G0/G1 
que siguió exactamente el mismo patrón temporal (Figura 21 C). En estas condiciones de 
concentración suficiente de nutrientes, la apoptosis se mantuvo en niveles reducidos a lo largo 
de toda la duración del experimento (Figura 21 D).  
En las células tratadas con ácido oleico (10 M) los resultados fueron similares, aunque se 
apreció una aceleración del ciclo celular, que se adelantó en 6 horas, alcanzándose el máximo 
porcentaje de población celular en las fases S y G2M a t = 18 h (Figura 21 E y F), y el mínimo 
porcentaje en fase G0/G1 también a t = 18 h (Figura 21 G), obteniéndose diferencias 
significativas con respecto a células control a t = 24 h en la fase S y G0/G1 (p<0,01). El 
porcentaje de la población celular que sufrió apoptosis (Figura 21 H) fue similar al que se 
observó cuando las células se cultivaron en ausencia de ácido oleico (Figura 21 D), siendo muy 
bajo durante todo el experimento. Al analizar el área bajo la curva (AUC) de las distintas fases 
del ciclo celular, se vio que el tratamiento con ácido oleico provocó una disminución del AUC de 
la fase G2/M y un aumento del AUC de la fase G0/G1 (p<0,05). 
Tabla 1: Porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular en células control y células tratadas con ácido 
oleico cultivadas en presencia de medio completo. 
SÍNTESIS 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10% FCS 15,74 17,28 19,57 21,16 14,58 15,61 15,00 15,13 
Ácido oleico 10% FCS 14,09 18,81 19,87 17,17 16,77 14,86 16,90 17,15 
G2/M 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10% FCS 20,19 25,63 23,04 24,19 21,36 21,07 20,70 19,96 
Ácido oleico 10% FCS 17,01 20,04 22,75 21,02 17,82 19,47 19,75 18,50 
G0/G1 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10 % FCS 62,80 55,63 51,62 48,45 54,23 58,57 59,33 60,11 
Ácido oleico 10% FCS 66,46 57,72 52,00 56,54 56,59 60,61 59,33 59,96 
APOPTOSIS 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10% FCS 1,65 2,29 6,15 6,68 9,54 4,93 5,25 4,00 
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Figura 21: Fases del ciclo celular en condiciones estándar de crecimiento. Las gráficas representan el porcentaje de 
población celular en cada fase del ciclo celular a diferentes tiempos. Los datos muestran la media ± EEM de 4 
experimentos independientes. La significación estadística se determinó mediante análisis de varianza (ANOVA). (** 
p<0,01, * p<0,05, 6 h, 12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 42 h, 48 h control vs 6 h,12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 42 h, 48 h 
ácido oleico. En el lateral se representa la significación estadística (* p<0,05, control vs. oleico) para las AUC de las 
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En condiciones de serodeprivación, las células MS-1 mostraron un discreto incremento a lo 
largo del tiempo del número de células que iniciaron (fase S) o han completado el ciclo celular, 
aunque sin mostrar un patrón sincronizado (Figura 22 A, B). Es posible que al tratarse de una 
línea transformada, la población posea una cierta capacidad para mantener la división celular 
de forma constitutiva y no sincronizada, incluso en presencia de concentraciones reducidas de 
mitógenos. La población en estado de quiescencia (fase G0/G1, Figura 22 C) se redujo de 
forma clara con el paso del tiempo. El discreto nivel de reclutamiento a fase S que se produjo 
en condiciones de serodeprivación no fue suficiente para explicar la progresiva reducción de la 
población en fase G0/G1. Sin embargo, cuando se cuantificó la población subdiploide (células 
con contenido de DNA inferior a 2n), se observó que en estas condiciones se produjo un 
aumento muy marcado de la apoptosis (Figura 22 D), hecho que sí explicaría la fuerte 
reducción de la población en fase G0/G1. Es probable que la tendencia de esta línea celular a 
mantener un cierto grado basal de reclutamiento a fase S, incluso en condiciones de 
serodeprivación, sea la causa de este notorio incremento de la apoptosis, ya que las células 
iniciarían el ciclo celular en condiciones de muy baja concentración de nutrientes. 
La adición de ácido oleico (10 M) a células MS-1 serodeprivadas, indujo una marcada 
sincronización de los cultivos celulares. El porcentaje de la población en fase S aumentó 
progresivamente con el tiempo, alcanzándose un pico claro a t = 24 h (Figura 22 E) existiendo 
diferencias significativas con el control a t = 18 h (p<0,05), t = 24 h (p<0,01), t = 30 h (p<0,05). 
Paralelamente al aumento de la población celular en la fase S, se produjo una disminución de 
la fase G0/G1 hasta t = 24 h (Figura 22 G), tiempo al cual se alcanzó el porcentaje mínimo de 
células en estado quiescente, porcentaje que se estabilizó o incluso aumentó ligeramente a 
partir de este punto (p<0,01 a t = 30 h, 36 h y 42 h), a diferencia de lo que ocurría en ausencia 
de ácido oleico (Figura 22 C). Tal y como muestra la Figura 22 H, el ácido oleico parece ejercer 
un notable efecto protector sobre la supervivencia celular (p<0,01 a t = 30 h, 36 h, 42 h y 48 h). 
El tratamiento con ácido oleico de células cultivadas en condiciones de restricción de 
nutrientes, aumentó el AUC de la fase S y de la fase G0/G1 (p<0,01) y disminuyó 
acusadamente el AUC de apoptosis (p<0,01). 
Tabla 2: Porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular en células control y células tratadas con ácido 
oleico cultivadas en presencia de medio restrictivo de nutrientes. 
SÍNTESIS 
      Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  15,34 16,92 16,80 16,89 13,07 9,81 9,26 8,13 
Ácido oleico 0,5% FCS 14,88 17,64 20,26 21,43 16,08 12,26 11,19 12,21 
G2/M 
      Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  17,43 21,88 19,02 18,21 16,20 15,68 15,29 16,02 
Ácido oleico 0,5% FCS 14,76 17,66 18,42 19,32 18,18 18,16 19,72 18,55 
G0/G1 
      Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  64,75 57,58 52,35 48,13 44,55 39,48 32,89 42,17 
Ácido oleico 0,5% FCS 67,82 60,30 52,55 48,70 53,65 53,01 54,24 47,62 
APOPTOSIS 
      Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  3,22 4,55 12,22 17,36 26,55 35,19 42,98 33,95 














































































































































































































Figura 22: Fases del ciclo celular en condiciones de serodeprivación. Las gráficas representan el porcentaje de 
población celular en cada fase del ciclo celular a diferentes tiempos. Los datos muestran la media ± EEM de 4 
experimentos independientes. La significación estadística se determinó mediante análisis de varianza (ANOVA). (** 
p<0,01, * p<0,05, 6 h, 12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 42 h, 48 h control vs 6 h,12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 42 h, 48 h 
ácido oleico. En el lateral se representa la significación estadística (** p<0,01, control vs. oleico) para las AUC de las 
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Tanto en condiciones normales como en condiciones restrictivas, la adición de ácido oleico 
(10 M), ejerció efectos interesantes. En condiciones de serodeprivación, la entrada de las 
células en el ciclo celular se produjo de forma sincrónica (Figura 22 E), no desorganizada como 
ocurrió en condiciones control (ausencia de ácido oleico) (Figura 22 A). Este efecto de 
sincronización fue extraordinariamente llamativo, ya que se pudo apreciar que en estas 
condiciones el reclutamiento de células desde fase G0/G1 a fases G2/M (Figura 22 F, G) era 
similar cuantitativamente y en curso temporal al que se produjo en células control en presencia 
de FCS al 10% (medio completo) (Figura 21 B, C), y debe tenerse en cuenta que las células se 
mantuvieron en todo momento en condiciones fuertemente restrictivas para el crecimiento 
(bajas concentraciones de mitógenos, aporte limitado de nutrientes), con la única excepción del 
aporte de ácido oleico, en concentraciones que no fueron suficientes para mantener la nutrición 
celular. El ácido oleico ejerció también un efecto llamativo sobre las células incubadas en 
medio completo. En estas condiciones, aunque el reclutamiento no se modificó 
cuantitativamente con respecto a los controles, sí lo hizo de forma cualitativa, con una 
aceleración de la entrada en el ciclo celular, alcanzándose el reclutamiento máximo a t = 18 h 
(Figura 21 E, F), en lugar de a t = 24 h (Figura 21 A, B). 
Otro aspecto especialmente llamativo observado en células tratadas con ácido oleico (10 
M) fue la disminución de la muerte celular por apoptosis, especialmente en condiciones de 
déficit de nutrientes (Figura 23 D). Siendo un 64,84% menor que en células no tratadas (Figura 
23 C) a t = 42 h. Como era de esperar, en condiciones óptimas de nutrientes, el índice de 
apoptosis fue bajo (Figura 23 A, B), no observándose en estas condiciones diferencias entre 



































































































Figura 23: Efecto del ácido oleico sobre la apoptosis celular. Se representa el porcentaje de apoptosis, a los 
diferentes tiempos del experimento en condiciones de serodeprivación y en células cultivadas con medio completo. 
Los datos muestran la media ± EEM de 4 experimentos independientes. La significación estadística se determinó 
mediante análisis de varianza (ANOVA). (** p<0,01, 6 h, 12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 42 h, 48 h control vs 6 h,12 h, 
18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 42 h, 48 h ácido oleico). En el lateral se representa la significación estadística (** p<0,01, 
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El ácido oleico parece pues afectar de forma significativa al ciclo celular en células MS-1. 
Por una parte, fue capaz de mantenerlo activo y sincronizado en condiciones de restricción 
importante de nutrientes y factores mitogénicos. En segundo lugar, aceleró la entrada de las 
células en el ciclo celular en condiciones que favorecen la proliferación celular. En tercer lugar, 
actuó como un potente protector celular, reduciendo de forma muy notable la apoptosis en 
condiciones de serodeprivación. 
 
 
4.5-Efecto de los ácidos saturados y trans-insaturados sobre el ciclo celular a las 6 y a 
las 48 horas 
Gran parte de los efectos biológicos de los ácidos grasos libres parecen estar relacionados 
con su conformación espacial, con efectos claramente diferenciados para los ácidos grasos cis-
insaturados (tipo A) y para los ácidos grasos saturados y trans-insaturados (tipo B) (Karnovsky 
1979; Klausner, Bhalla et al. 1980; Pjura, Kleinfeld et al. 1984). Por esa razón, y para 
comprobar el grado de especificidad de las acciones del ácido oleico en nuestro modelo 
experimental, se han realizado experimentos comparando los efectos del ácido oleico sobre el 
ciclo celular con los obtenidos para dos ácidos grasos de tipo B: ácido esteárico (ácido graso 
saturado) y ácido elaídico (ácido graso trans-insaturado). 
Para estos experimentos las células se cultivaron en placas de 100 mm de diámetro a partir 
de cultivos al 90% de confluencia. A t = -48 h se sembraron 1,2 x 106 células/placa para t = 6 h 
y 5,1 x 105 células/placa para t = 48 h. El diseño experimental se muestra en la Figura 24. A t = 
-24 h, las células se lavaron 2 veces con DMEM sin FCS, y se serodeprivaron mediante 
incubación en medio DMEM suplementado con un 0,5% de FCS hasta t = -1 h. Se lavaron a 
continuación las monocapas 3 veces con DMEM sin FCS, se trataron con ácido oleico (10 µM), 
ácido elaídico (10 µM), ácido esteárico (10 µM) ó vehículo (etanol 10 µM) y se incubaron 
durante 1 hora a 37º C bajo una atmósfera de 95% aire/5% CO2. Se añadió posteriormente (t = 
0 h) FCS hasta una concentración final del 10% (medio completo) o del 0,5% (medio restrictivo) 
y se prosiguió la incubación, tomándose muestras a t = 6 h y t = 48 h. 
En la Figura 25 se muestran los histogramas del ciclo celular a t = 6 h (A) y a t = 48 h (B) y 
en la Tabla 3 los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular para células cultivadas en 
presencia de medio completo (A) y de medio restrictivo (B). 
 
             Siembra        Serodeprivación    Tratamiento: ácidos grasos ó vehículo (t = -1 h)      
                                             
 
                                                        t= 0 h     6 h                                                48 h 
 
                               Recogida de muestras 
 
Figura 24: Diseño experimental para la determinación del efecto de los ácidos grasos tipo B sobre el ciclo celular a t 
= 6 h y t = 48 h.  
 
 
Tal y como era de esperar, a t = 6 h no se observaron diferencias significativas en ninguna 
de las fases del ciclo celular entre las células tratadas con vehículo (etanol 10 µM) y las 
tratadas con ácidos grasos, tanto si se utiliza medio restrictivo (FCS al 0,5%, Figura 26 E-H) 
como si se utiliza medio completo (FCS al 10%, Figura 26 A-D). Sin embargo, a las 48 horas de 
-48 horas -24 horas   
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añadir el tratamiento, se comprobó que los distintos ácidos grasos ejercieron efectos 
claramente diferentes sobre la apoptosis celular (Figura 27 D, 27 H), con una reducción 
significativa de la misma en células pre-incubadas con ácido oleico (ácido graso de tipo A) en 
comparación con lo que ocurrió en los cultivos tratados con vehículo (p<0,01), esta disminución 
de la apoptosis es mayor que la que se obtiene con ácidos grasos de tipo B (p<0,01). Cuando 
los experimentos se realizaron en medio completo, no se detectaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los distintos tipos de ácidos grasos, aunque los niveles de 
apoptosis en células tratadas con ácido esteárico fueron mayores que en células tratadas con 
vehículo, ácido oleico y ácido elaídico (Figura 27 D). Se detectaron también diferencias 
estadísticamente significativas entre todos los grupos (p<0,01) en la proporción de células en 
fase G0/G1 a t = 48 h en experimentos realizados en medio restrictivo, proporción que fue 
mayor en las células tratadas con ácido oleico (Figura 27 G). El ácido oleico por lo tanto parece 
ejercer un efecto protector sobre la supervivencia celular en condiciones de restricción de 
nutrientes, mayor que el efecto que se detectó cuando las células se pre-incuban en presencia 
de ácidos grasos de tipo B, tanto saturados como trans-insaturados.  
 
Tabla 3 : Porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular en células control y células tratadas con ácido 
oleico 10 µM, ácido elaídico 10 µM, ácido esteárico 10 µM cultivadas en presencia de medio completo (A) y de 




   
SÍNTESIS 
  
Tratamiento 6 h 48 h 
 
Tratamiento 6 h 48 h 
Control 10%FCS 13,44 13,207 
 
Control 0,5%FCS 14,877 10,563 
Ácido oleico 10% FCS 13,257 13,19 
 
Ácido oleico 0,5% FCS 14,247 9,997 
Ácido elaídico 10% FCS 14,54 12,67 
 
Ácido elaídico 0,5% FCS 14,9 10,76 
Ácido esteárico 10% FCS 13,443 11,497 
 
Ácido esteárico 0,5% FCS 13,807 9,807 
       
G2/M 
   
G2/M 
  
Tratamiento 6 h 48 h 
 
Tratamiento 6 h 48 h 
Control 10%FCS 19,423 20,497 
 
Control 0,5%FCS 18,94 19,667 
Ácido oleico 10% FCS 19,87 20,967 
 
Ácido oleico 0,5% FCS 18,68 21,57 
Ácido elaídico 10% FCS 21,1 19,277 
 
Ácido elaídico 0,5% FCS 18,55 22,803 
Ácido esteárico 10% FCS 19,54 17,347 
 
Ácido esteárico 0,5% FCS 19,067 21,79 
       
G0/G1 
   
G0/G1 
  
Tratamiento 6 h 48 h 
 
Tratamiento 6 h 48 h 
Control 10%FCS 65,84 58,593 
 
Control 0,5%FCS 64,63 35,1 
Ácido oleico 10% FCS 64,757 57,943 
 
Ácido oleico 0,5% FCS 64,96 58,023 
Ácido elaídico 10% FCS 63,573 59,017 
 
Ácido elaídico 0,5% FCS 64,893 47,767 
Ácido esteárico 10% FCS 65,213 58,343 
 
Ácido esteárico 0,5% FCS 64,69 39,51 
       
APOPTOSIS 
   
APOPTOSIS 
  
Tratamiento 6 h 48 h 
 
Tratamiento 6 h 48 h 
Control 10% FCS 1,607 6,58 
 
Control 0,5% FCS 2,093 35,7 
Ácido oleico 10% FCS 2,077 7,43 
 
Ácido oleico 0,5% FCS 2,027 11,09 
Ácido elaídico 10% FCS 1,22 7,5 
 
Ácido elaídico 0,5% FCS 1,487 19,497 
Ácido esteárico 10% FCS 2,127 12,43 
 
Ácido esteárico 0,5% FCS 2,473 29,653 
A B 
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 Figura 25: Histogramas del ciclo celular a las 6 h y 48 h: A) 6 h de cultivo, B) 48 h de cultivo celular. 
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Figura 26: Efecto de los ácidos grasos tipo A y B sobre el ciclo celular a t = 6 horas de la adición del tratamiento. En 
las gráficas se representa el % de células en cada fase del ciclo celular en función del tipo de ácido graso. Los datos 
muestran la media ± EEM de 3 experimentos independientes. La significación estadística se determinó mediante 
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Figura 27: Efecto de los ácidos grasos tipo A y B sobre el ciclo celular a t = 48 horas de la adición del tratamiento. 
Las gráficas  representan el % de células en cada fase del ciclo celular en función del tipo de ácido graso. Los datos 
muestran la media ± EEM de 3 experimentos independientes. La significación estadística se determinó mediante 
análisis de varianza (ANOVA). (** p<0,01, control vs ácido oleico, ácido elaídico, ácido esteárico; ∆∆ p<0,01, ácido 
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4.6-Efecto de los ácidos elaídico y esteárico sobre el ciclo celular 
Debido a las diferencias observadas a las 48 h de tratamiento entre los ácidos grasos tipo A 
y tipo B, se decidió estudiar el efecto de los ácidos grasos tipo B sobre la progresión del ciclo 
celular en células MS-1. 
Para estos experimentos las células se cultivaron en placas de 100 mm de diámetro a partir 
de cultivos al 90% de confluencia, sembrando para cada tiempo del experimento el número de 
células necesario para obtener al final del mismo 1-2 millones de células/placa, concentración 
óptima para realizar la lectura en el citómetro de flujo. El diseño experimental se muestra en la 
Figura 28. A t = -24 h, las células se lavaron 2 veces con DMEM sin FCS, y se serodeprivaron 
mediante incubación en medio DMEM suplementado con un 0,5% de FCS hasta t = -1 h. Se 
lavaron a continuación las monocapas 3 veces con DMEM sin FCS, se trataron con ácido 
elaídico (10 µM), ácido esteárico (10 µM) ó vehículo (etanol 10 µM) y se incubaron durante 1 
hora a 37º C bajo una atmósfera de 95% aire/5% CO2. Se añadió posteriormente (t = 0 h) FCS 
hasta una concentración final del 10% (medio completo) o del 0,5% (medio restrictivo) y se 
prosiguió la incubación, tomándose muestras a t = 6 h, t = 12 h, t = 18 h, t = 24 h, t = 30 h, t = 
36 h, t = 42 h y t = 48 h. 
Las Figuras 29 y 30 muestran los histogramas del ciclo celular de células control y tratadas 
con ácido elaídico 10µM y con ácido esteárico 10µM respectivamente. En la Tabla 4 se indican 
los porcentajes de células obtenidos para cada fase, en células cultivadas en presencia de 




           Siembra    Serodeprivación    Tratamiento: ácidos grasos tipo B 10 µM ó  
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La adición de suero al medio de cultivo (Figura 31 A) provocó un aumento progresivo del 
número de células que entraron en la fase S, alcanzándose el máximo porcentaje a las 24 h 
(21,16%). Al mismo tiempo que aumentó la población celular en la fase S, disminuyó el 
porcentaje de células en G0/G1 hasta las 24h. A partir de las 24 h, la síntesis cae y aumenta la 
fase G0/G1 hasta los valores iniciales. En la fase G2/M se observó un pequeño aumento inicial 
hasta las 12 h y a partir de las 24 h disminuyó paulatinamente. La apoptosis celular se mantuvo 
en niveles bajos durante todo el experimento. 
El tratamiento con ácido elaídico 10 µM (Figura 31 B) hizo que se obtuviera un pico de 
síntesis a las 24 h (24,63%) mayor que en células control (21,16%) obteniéndose diferencias 
estadísticamente significativas (p<0,05). El porcentaje de células en estado quiescente 
decreció hasta las 24 h y a partir de las 24 h volvió a aumentar hasta las 48 h. La población 
celular en la fase S disminuye bruscamente a las 30 h (14,79%), y se mantiene en torno a esos 
-48 horas -24 horas  6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
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valores hasta las 48 h. El número de células en la fase G2/M sufrió una disminución progresiva 
en el tiempo, pero a las 6, 12, y 18 h se observó un mayor porcentaje en células tratadas con 
ácido elaídico, obteniéndose diferencias estadísticamamente significativas con respecto al 
control (p<0,01). El área bajo la curva de la fase G2/M en células tratadas con ácido elaídico 
fue mayor con respecto al control (p<0,01).  
El tratamiento con ácido esteárico 10 µM (Figura 31 C) no modificó la curva de la fase S con 
respecto al control; la población en fase S aumenta hasta las 24 h (22,35%) y a las 30 h cae 
(13,98%) manteniéndose más o menos en esos valores hasta las 48h. El porcentaje de células 
en estado quiescente disminuyó hasta las 18-24 h y a partir de este tiempo volvió a aumentar 
hasta las 48 h. El número de células en la fase G2/M aumenta desde las 6 a las 12 h de cultivo, 
después disminuyó progresivamente en el tiempo, sin embargo se observó un pequeño pico a 
las 30 h (p<0,05), pero a las 6, 12, y 18 h se observó un mayor porcentaje en las células 
tratadas con ácido esteárico obteniéndose diferencias estadísticamamente significativas con 
respecto al control (p<0,01). El área bajo la curva de la fase G2/M en células tratadas con ácido 
esteárico fue mayor con respecto al control (p<0,01). Los niveles de apoptosis en estas 
condiciones de cultivo fueron bajos durante todo el experimento, aunque se obtuvieron a las 24 
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Figura 29: Histogramas del ciclo celular de células control y células tratadas con ácido elaídico 10 µM a las 6, 12,18, 
24, 30, 36, 42 y 48 h de cultivo celular. 
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Figura 30: Histogramas del ciclo celular de células control y células tratadas con ácido esteárico 10 µM a las 6, 12, 
18, 24, 30, 36, 42 y 48 h de cultivo celular. 
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Tabla 4: Porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular en células control y células tratadas  con ácido 
elaídico 10 µM, ácido esteárico 10 µM cultivadas en presencia de medio completo. 
 
SÍNTESIS 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10% FCS 15,74 17,28 19,57 21,16 14,58 15,61 15,00 15,13 
Ácido elaídico 10% FCS 13,80 16,46 17,89 24,63 14,79 16,60 12,92 13,93 
Ácido esteárico 10% FCS 14,79 16,85 19,33 22,35 13,98 14,89 12,35 14,42 
G2/M 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10% FCS 20,19 25,63 23,04 24,19 21,36 21,07 20,70 19,96 
Ácido elaídico 10% FCS 28,67 29,77 27,72 26,77 23,07 23,73 23,27 20,55 
Ácido esteárico 10% FCS 25,48 31,14 27,71 24,29 25,64 22,68 20,36 20,87 
G0/G1 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10% FBS 62,80 55,63 51,62 48,45 54,23 58,57 59,33 60,11 
Ácido elaídico 10% FCS 57,46 53,85 52,35 47,30 54,58 53,13 61,06 61,58 
Ácido esteárico 10% FCS 59,49 52,47 49,13 50,31 54,31 56,70 60,90 60,65 
APOPTOSIS 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10% FCS 1,65 2,29 6,15 6,68 9,54 4,93 5,25 4,00 
Ácido elaídico 10% FCS 0,88 0,62 3,10 3,18 6,51 6,56 2,62 1,22 























































































































































































































































































































Figura 31: Fases del ciclo celular en condiciones estándar de crecimiento. Las gráficas representan el porcentaje de población celular en cada fase del ciclo celular a 
diferentes tiempos. Los datos muestran la media ± EEM de 4 experimentos independientes. La significación estadística se determinó mediante análisis de varianza (ANOVA). 
(** p<0,01, * p<0,05, 6 h, 12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 42 h, 48 h control vs 6 h,12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 42 h, 48 h ácido elaídico. En el lateral se representa la significación 
estadística (** p<0,01, control vs (B) elaídico (C) esteárico) para las AUC de las diferentes fases del ciclo celular. 
B A C 
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En condiciones de serodeprivación (Figura 32 A), el número de células en fase S se 
mantiene estable desde t = 6 h, hasta t = 24 h, posteriormente disminuye con el tiempo de 
cultivo. La población en estado de quiescencia (fase G0/G1) se redujo de forma clara con el 
paso del tiempo. El discreto nivel de reclutamiento a fase S que se produjo en condiciones de 
serodeprivación no fue suficiente para explicar la progresiva reducción de la población en fase 
G0/G1. Sin embargo, cuando se cuantificó la población subdiploide (células con contenido de 
DNA inferior a 2n), se observó que en estas condiciones se produjo un aumento muy marcado 
de la apoptosis, hecho que sí explicaría la fuerte reducción de la población en fase G0/G1.  
La adición de ácido elaídico 10 µM (Figura 32 B), produjo un aumento de la población que 
entra en la fase S en condiciones de restricción de nutrientes hasta las 18 h de cultivo, 
observándose diferencias estadísticamente significativas (p<0,01) con respecto al control a las 
18 h. La población en estado quiescente disminuye progresivamente desde las 6 h hasta las 36 
h de cultivo (al igual que la fase G2/M), siendo éste el tiempo al cual se obtuvo un mayor 
porcentaje de células apoptóticas. Desde las 36 h aumenta la población en la fase G0/G1 
(p<0,01) y la apoptosis celular empieza a caer obteniéndose diferencias estadísticamente 
significativas con respecto al control a las 42 y 48 h de cultivo (p<0,01). El área bajo la curva de 
la población en estado de quiescencia resultó ser significativamente mayor que en el control 
(p<0,01), y para la apoptosis celular menor (p<0,01). 
La adición de ácido esteárico 10 µM (Figura 32 C), produjo un aumento de la población que 
entra en la fase S en condiciones de restricción de nutrientes desde las 6 h (15,69%) hasta las 
18 h de cultivo (18,85%), a partir de las 18 h cayó paulatinamente hasta las 48 h de tratamiento 
(6,20%), observándose diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) con respecto al 
control a las 24, 30 y 36 h. Esta menor tasa de síntesis celular se vio reflejada en una menor 
área bajo la curva en células cultivadas en presencia de ácido esteárico con respecto al control 
(p<0,01%). La población en fase G2/M aumentó desde las 6 a las 12 h obteniéndose 
diferencias con el control estadísticamente significativas (p<0,05), después disminuyó 
drásticamente hasta las 42 h siendo significativas las diferencias a las 36 y 42 h (p<0,01) con 
respecto al control. El número de células en estado quiescente disminuye progresivamente 
desde las 6 h hasta las 36 h de cultivo; a este tiempo se obtuvo la mayor tasa de apoptosis 
celular. Desde las 36 h aumenta la población en la fase G0/G1 hasta las 48 h, pero los valores 
fueron menores que en el control (p<0,05). El área bajo la curva de la fase G0/G1 fue menor 
que la que se obtuvo en células no tratadas con ácido esteárico (p<0,01). La apoptosis celular 
aumentó bruscamente desde las 12 h hasta las 36 h de cultivo, posteriormente empezó a caer 
obteniéndose diferencias estadísticamente significativas con respecto al control a las 30, 36, 42 
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Tabla 5: Porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular en células control y células tratadas con ácido 
elaídico 10 µM, ácido esteárico 10 µM cultivadas en presencia de medio restrictivo de nutrientes. 
 
SÍNTESIS 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  15,34 16,92 16,80 16,89 13,07 9,81 9,26 8,13 
Ácido elaídico 0,5% FCS 14,91 16,43 20,62 17,44 13,19 9,67 7,83 6,19 
Ácido esteárico 0,5% FCS 15,69 16,79 18,85 12,26 9,17 6,86 6,56 6,20 
G2/M 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  17,43 21,88 19,02 18,21 16,20 15,68 15,29 16,02 
Ácido elaídico 0,5% FCS 19,61 23,03 22,87 18,86 20,05 14,43 15,85 17,45 
Ácido esteárico 0,5% FCS 20,25 26,22 20,16 15,98 14,11 10,74 8,75 13,28 
G0/G1 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  64,75 57,58 52,35 48,13 44,55 39,48 32,89 42,17 
Ácido elaídico 0,5% FCS 63,18 59,49 51,55 49,46 48,61 47,52 50,54 57,77 
Ácido esteárico 0,5% FCS 63,31 57,41 51,87 49,67 39,93 30,79 33,76 35,45 
APOPTOSIS 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  3,22 4,55 12,22 17,36 26,55 35,19 42,98 33,95 
Ácido elaídico 0,5% FCS 2,68 1,63 6,07 14,21 18,34 28,91 26,06 18,46 










































































































































































































































































































































Figura 32: Fases del ciclo celular en condiciones de serodeprivación. Las gráficas representan el porcentaje de población celular en cada fase del ciclo celular a diferentes 
tiempos. Los datos muestran la media ± EEM de 4 experimentos independientes a las 6 h, 12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 42 h, 48 h del control vs 6 h,12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 
42 h, 48 h de ácido elaídico o esteárico. En el lateral se representa la significación estadística para las AUC de las diferentes fases del ciclo celular. La significación estadística 
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4.7-Diferencias entre el ácido oleico, elaídico y esteárico en el ciclo celular 
Síntesis 
En condiciones óptimas de nutrientes (Tabla 6, Figura 33 A), se observó un aumento del 
porcentaje de células en fase S desde las 6 hasta las 24 h, tanto en células control como en 
células tratadas con ácido elaídico y esteárico 10 µM, después cayó hasta los valores iniciales 
y se mantuvo prácticamente constante hasta las 48 h de cultivo. Sin embargo en células 
tratadas con ácido oleico 10 µM se apreció una aceleración del ciclo celular, que se adelantó 
en 6 horas, alcanzándose el máximo porcentaje de población celular en la fase S a las 18 h de 
cultivo, y a las 24 h disminuyó ligeramente y se mantuvo en esos valores hasta las 48 h. 
Tabla 6: Porcentajes de células en la fase S del ciclo celular en células control y células tratadas con ácido oleico 10 
µM, ácido elaídico 10 µM y ácido esteárico10 µM cultivadas en presencia de medio completo. 
 * Diferencias significativas respecto al control (p < 0,05, n = 4). 
 ** Diferencias significativas respecto al control (p < 0,01, n = 4). 
 ∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,05, n = 4). 
 ∆∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,01, n = 4). 
 
 
En células serodeprivadas (Tabla 7, Figura 33 E) el ácido oleico indujo una entrada en la 
fase S similar a la obtenida en células control cultivadas en medio completo, obteniéndose el 
pico de síntesis a las 24 h de cultivo. Sin embargo en células control la tasa de síntesis se 
mantuvo constante desde las 6 hasta las 24 h de tratamiento. En células tratadas con ácido 
elaídico 10 µM ó ácido esteárico 10 µM la tasa de síntesis aumentó hasta las 18 h y 
posteriormente cayó con el tiempo de cultivo. Estas diferencias se vieron reflejadas en el área 
bajo la curva de síntesis (Figura 34 B); el AUC en células tratadas con ácido oleico 10 µM es 
significativamente mayor que en células control y que en células tratadas con ácido elaídico y 
esteárico (p<0,01). 
Tabla 7: Porcentajes de células en la fase S del ciclo celular en células control y células tratadas con ácido oleico 10 
µM, ácido elaídico 10 µM y ácido esteárico10 µM cultivadas en presencia de medio restrictivo de nutrientes. 
SÍNTESIS 
    
 
Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  15,34 16,92 16,80 16,89 13,07 9,81 9,26 8,13 
Ácido oleico 0,5% FCS 14,88 17,64 20,26* 21,43** 16,08* 12,26 11,19 12,21** 
Ácido elaídico 0,5% FCS 14,91 16,43 20,62** 17,44
∆









 6,86* 6,56 6,20
∆∆
 
 * Diferencias significativas respecto al control (p < 0,05, n = 4). 
 ** Diferencias significativas respecto al control (p < 0,01, n = 4). 
 ∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,05, n = 4). 
 ∆∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,01, n = 4). 






    
 
Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10% FCS 15,74 17,28 19,57 21,16 14,58 15,61 15,00 15,13 
Ácido oleico 10% FCS 14,09 18,81 19,87 17,17** 16,77 14,86 16,90 17,15 
Ácido elaídico 10% FCS 13,80 16,46 17,89 24,63*
∆∆





Ácido esteárico 10% FCS 14,79 16,85 19,33 22,35
∆∆
 13,98 14,89 12,35
∆∆
 14,42 




En células cultivadas en medio de cultivo completo (Tabla 8, Figura 33 B), el tratamiento con 
ácido oleico 10 µM indujo una disminución de la tasa de células en G2/M con respecto al 
control durante todo el experimento, obteniéndose diferencias estadísticamente significativas a 
las 12 h (p<0,01) y a las 30 h (p<0,05). Ésto se vio reflejado en una menor área bajo la curva 
de G2/M en células tratadas con ácido oleico (p<0,05). La adición de ácido elaídico 10 µM 
aumentó el número de células en G2/M, siendo las diferencias significativas con respecto al 
control a 6 h, 12 h, 18 h (p<0,01) y con respecto al tratamiento con ácido oleico a las 6 h 
(p<0,01), 12 h (p<0,01), 18 h (p<0,05), 24 h (p<0,01), 30 h (p<0,05) y 36 h (p<0,05). El 
tratamiento con ácido esteárico también produjo un aumento de la tasa de células en G2/M, 
obteniéndose diferencias significativas con el control a las 6 h (p<0,01), 12 h (p<0,01), 18 h 
(p<0,01), 30 h (p<0,05) y con las células tratadas con ácido oleico también a las 6 h (p<0,01), 
12 h (p<0,01), 18 h (p<0,05) y 30 h (p<0,01). El aumento del número de células en G2/M que 
indujo el tratamiento con ácido elaídico ó esteárico hizo que el AUC (Figura 34 A) de G2/M 
fuera mayor que en el control (p<0,01) y que en células tratadas con ácido oleico(p<0,01).  
Tabla 8: Porcentajes de células en la fase G2/M del ciclo celular en células control y células tratadas con ácido 
oleico 10 µM, ácido elaídico 10 µM y ácido esteárico10 µM cultivadas en presencia de medio completo. 
G2/M 
    
 
Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10% FCS 20,19 25,63 23,04 24,19 21,36 21,07 20,70 19,96 
Ácido oleico 10% FCS 17,01 20,04** 22,75 21,02 17,82* 19,47 19,75 18,50 












 23,27 20,55 








 22,68 20,36 20,87 
 * Diferencias significativas respecto al control (p < 0,05, n = 4). 
 ** Diferencias significativas respecto al control (p < 0,01, n = 4). 
 ∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,05, n = 4). 
 ∆∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,01, n = 4). 
 
 
En condiciones de restricción de nutrientes (Tabla 9, Figura 33 F), en células control la tasa 
de células en fase G2/M aumentó desde las 6 h (17,43%) hasta las 12 h (21,88%) y después 
disminuyó paulatinamente a medida que transcurrió el tiempo de cultivo. El ácido oleico 
provocó un aumento del número de células en fase G2/M desde las 6 h (14,76%) hasta las 24 
h (19,32%), a partir de las 24 h se mantuvo estable en el tiempo. Se observaron diferencias 
estadísticamente significativas con respecto al control a las 12 h y a las 42 h (p<0,05). En 
células tratadas con ácido elaídico 10 µM, se detectó un aumento desde las 6 h (19,61%) hasta 
las 12 h (23,03%) de cultivo, después el porcentaje de la población en G2/M disminuyó hasta 
las 36 h (14,43%), siendo los valores superiores con respecto control hasta las 30 h, 
observándose diferencias significativas a las 18 h y 30 h (p<0,05). La tasa de células en G2/M 
fue mayor que en células tratadas con ácido oleico a las 6 h y 12 h (p<0,05). En células 
tratadas con ácido esteárico 10 µM, el porcentaje de células en G2/M también aumentó desde 
las 6 h hasta las 12 h, siendo mayor que en células control y que en células cultivadas con 
ácido oleico, observándose diferencias significativas con respecto al control a las 6 h y 12 h 
(p<0,05) y con respecto a células tratadas con ácido oleico a las 12 h (p<0,01). A partir de las 
12 h la población en G2/M disminuyó drásticamente hasta las 42h de cultivo (8,75%), siendo 
las diferencias estadísticamente significativas con respecto al control a las 36 h y 42 h (p<0,01), 
con respecto a células tratadas con ácido oleico a las 36 h, 42 h (p<0,01) y 48 h (p<0,05) y con 
respecto a células cultivadas con ácido elaídico a las 30 h y 42h (p<0,01). La disminución de la 
población en G2/M que se produjo desde las 12 h, hizo que el AUC de G2/M en células 
tratadas con ácido esteárico (Figura 34 B) fuera menor que la obtenida en el resto de 
tratamientos, obteniéndose diferencias significativas con el AUC de células tratadas con ácido 
elaídico (p<0,05). 
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Tabla 9: Porcentajes de células en la fase G2/M del ciclo celular en células control y células tratadas con ácido 
oleico 10 µM, ácido elaídico 10 µM y ácido esteárico10 µM cultivadas en presencia de medio restrictivo de 
nutrientes. 
G2/M 
    
 
Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  17,43 21,88 19,02 18,21 16,20 15,68 15,29 16,02 
Ácido oleico 0,5% FCS 14,76 17,66* 18,42 19,32 18,18 18,16 19,72* 18,55 




 22,87* 18,86 20,05* 14,43 15,85 17,45 
Ácido esteárico 0,5% FCS 20,25* 26,22*
∆∆









 * Diferencias significativas respecto al control (p < 0,05, n = 4). 
 ** Diferencias significativas respecto al control (p < 0,01, n = 4). 
 ∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,05, n = 4). 
 ∆∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,01, n = 4). 




En condiciones óptimas de nutrientes (Tabla 10, Figura 33 C) en células cultivadas con 
ácido oleico, se observó una disminución del porcentaje de células en G0/G1 hasta las 18 h, 
mientras que en el control y en células tratadas con ácido elaídico ó con ácido esteárico se 
produce una disminución hasta las 24 h siendo las diferencias significativas a las 24 h entre el 
control y las células tratadas con ácido oleico (p<0,01) y entre las células tratadas con ácido 
oleico y las células cultivadas con ácidos grasos tipo B (p<0,01). Posteriormente aumentó de 
nuevo la tasa de células en G0/G1. El análisis del AUC (Figura 34 A) mostró que el tratamiento 
con ácido oleico indujo una mayor AUC de la fase G0/G1 que en células control (p<0,05), 
mientras que los ácidos grasos tipo B no presentan diferencias con el control pero sí con 
células cultivadas con ácido oleico siendo significativamente menor en los ácidos grasos tipo B. 
Tabla 10: Porcentajes de células en la fase G0/G1 del ciclo celular en células control y células tratadas con ácido 
oleico 10 µM, ácido elaídico 10 µM y ácido esteárico10 µM cultivadas en presencia de medio completo. 
G0/G1 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10 % FCS 62,80 55,63 51,62 48,45 54,23 58,57 59,33 60,11 
Ácido oleico 10% FCS 66,46* 57,72 52,00 56,54** 56,59 60,61 59,33 59,96 




 61,06 61,58 






 54,31 56,70 60,90 60,65 
 * Diferencias significativas respecto al control (p < 0,05, n = 4). 
 ** Diferencias significativas respecto al control (p < 0,01, n = 4). 
 ∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,05, n = 4). 
 ∆∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,01, n = 4). 
 
En células serodeprivadas control (Tabla 11, Figura 33 G) se produjo una disminución de la 
población en estado de quiescencia desde un 64,75% las 6 h hasta un 32,89% a las 42 h. Sin 
embargo en células tratadas con ácido oleico 10 µM se observó una menor disminución en el 
porcentaje de células en la fase G0/G1 desde un 67,82% hasta un 48,70% a las 6 h y 24 h 
respectivamente, posteriormente se observó un ligero aumento hasta las 42 h, obteniéndose 
diferencias significativas con el control a las 30 h, 36 h y 42 h (p<0,01). Cuando se analizó la 
variación de esta fase del ciclo celular en cultivos serodeprivados tratados con ácido elaídico, 
se observó que produjo una menor disminución de la población en G0/G1 que el control, pero 
mayor que la producida por ácido oleico; disminuye desde un 63,18% a las 6 h de tratamiento 
hasta un 47,52% a las 36 h y posteriormente aumentó siendo las diferencias significativas con 
respecto al control a las 36 h, 42 h y 48 h (p<0,01). En el caso del ácido esteárico, se observó 
una disminución de las células en esta fase mayor que la que se obtuvo en el control y que en 
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células tratadas con ácido oleico ó ácido elaídico, observándose diferencias significativas con 
respecto al control a las 36 h (p<0,01), 48 h (p<0,05), con respecto al ácido oleico a las 30 h, 
36 h, 42 h, 48 h (p<0,01) y con respecto al ácido elaídico a las 30 h (p<0,05), 36 h, 42 h y 48 h 
(p<0,01). El AUC de la fase G0/G1 (Figura 34 B) fue mayor que en el control en células 
tratadas con ácido oleico y también en células cultivas con ácido elaídico (p<0,01). Sin 
embargo el ácido esteárico produjo una menor AUC que el resto de tratamientos (p<0,01). 
Tabla 11: Porcentajes de células en la fase G0/G1 del ciclo celular en células control y células tratadas con ácido 
oleico 10 µM, ácido elaídico 10 µM y ácido esteárico10 µM cultivadas en presencia de medio restrictivo de 
nutrientes. 
G0/G1 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  64,75 57,58 52,35 48,13 44,55 39,48 32,89 42,17 
Ácido oleico 0,5% FCS 67,82 60,30 52,55 48,70 53,65** 53,01** 54,24** 47,62 
Ácido elaídico 0,5% FCS 63,18 59,49 51,55 49,46 48,61 47,52** 50,54** 57,77**
∆∆
 









 * Diferencias significativas respecto al control (p < 0,05, n = 4). 
 ** Diferencias significativas respecto al control (p < 0,01, n = 4). 
 ∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,05, n = 4). 
 ∆∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,01, n = 4). 
 □ Diferencias significativas del ácido elaídico vs ácido ácido esteárico (p < 0,05, n = 4). 




En células cultivadas en presencia de medio completo (Tabla 12, Figura 33 D), la tasa de 
apoptosis se mantuvo baja durante todos los tiempos de cultivo en todos los tratamientos. No 
se observaron diferencias en el área bajo la curva entre las células tratadas con ácido oleico, 
elaídico ó esteárico y entre el control (Figura 34 A).  
Tabla 12: Porcentaje de apoptosis en células control y células tratadas con ácido oleico 10 µM, ácido elaídico 10 µM 
y ácido esteárico10 µM, cultivadas en presencia de medio completo. 
APOPTOSIS 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 10% FCS 1,65 2,29 6,15 6,68 9,54 4,93 5,25 4,00 
Ácido oleico 10% FCS 2,45 3,67 5,81 5,86 9,34 5,24 4,37 5,11 
Ácido elaídico 10% FCS 0,88 0,62 3,10 3,18* 6,51 6,56 2,62 1,22
∆
 
Ácido esteárico 10% FCS 0,93 0,74 4,24 3,14* 4,34**
∆
 5,59 6,34 1,22
∆
 
 * Diferencias significativas respecto al control (p < 0,05, n = 4). 
 ** Diferencias significativas respecto al control (p < 0,01, n = 4). 
 ∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,05, n = 4). 
 
En condiciones de restricción de nutrientes (Tabla 13, Figura 33 H), el ácido oleico ejerció un 
efecto protector frente a la muerte celular por apoptosis estadísticamente significativo desde las 
30 h de cultivo (p<0,01), alcanzándose la máxima protección a las 42 h que resultó ser de un 
64,84% con respecto al control. El ácido elaídico también protegió frente la apoptosis aunque 
en menor medida que el ácido oleico; se obtuvieron diferencias significativas desde las 30 h de 
cultivo con respecto al control siendo a las 42 h la protección de un 39,36% (p<0,01). A las 36 h 
y 42 h, se observaron diferencias significativas en la tasa de apoptosis entre las células 
preincubadas con ácido elaídico y con ácido oleico, siendo el porcentaje de apoptosis sobre un 
10% menor en células tratadas con ácido oleico. El tratamiento con ácido esteárico, no protegió 
frente la apoptosis celular, sino que presentó un efecto pro-apoptótico desde las 30 h de 
cultivo, obteniéndose una inducción de la apoptosis del 44,87% a las 36 h con respecto al 
control y con respecto al ácido oleico a las 36 h y 42 h, la tasa de apoptosis fue el triple. Esto 
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se vio reflejado el área bajo la curva de apoptosis (Figura 34 B); la mayor área se obtuvo con el 
ácido esteárico, observándose diferencias significativas (p<0,01) con respecto al control y a 
células tratadas con ácido elaídico ó ácido oleico. 
Tabla 13: Porcentaje de apoptosis en células control y células tratadas con ácido oleico 10 µM, ácido elaídico 10 µM 
y ácido esteárico 10 µM, cultivadas en presencia de medio restrictivo de nutrientes. 
APOPTOSIS 
     Tratamiento 6 h 12 h 18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h 
Control 0,5% FCS  3,22 4,55 12,22 17,36 26,55 35,19 42,98 33,95 
Ácido oleico 0,5% FCS 2,90 5,02 9,53 11,32 12,61** 16,98** 15,11** 21,85** 
















 * Diferencias significativas respecto al control (p < 0,05, n = 4). 
 ** Diferencias significativas respecto al control (p < 0,01, n = 4). 
 ∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,05, n = 4). 
 ∆∆ Diferencias significativas del ácido oleico vs ácido elaídico y ácido esteárico (p < 0,01, n = 4). 
 □□ Diferencias significativas del ácido elaídico vs ácido ácido esteárico (p < 0,01, n = 4). 
 
El ácido oleico presentó un efecto protector a partir de las 30 h de cultivo, aproximadamente 
del 50% frente la apoptosis con respecto al control en condiciones de déficit de nutrientes. El 
ácido elaídico también protegió frente la apoptosis, pero en menor medida que el ácido oleico 
(aproximadamente un 20% menos) y el ácido esteárico presentó un efecto pro-apoptótico.  
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Figura 33: Ciclo celular en células cultivadas en presencia de medio completo y en condiciones de serodeprivación. 
Las gráficas representan el porcentaje de población celular en las fases S, G2/M, G0/G1 y apoptosis del ciclo celular 
a diferentes tiempos (h) en células control, y en células tratadas con ácido oleico 10 µM, ácido elaídico 10 µM, ácido 













































































Figura 34: Áreas bajo la curva de las fases S, G2/M, G0/G1 y apoptosis del ciclo celular, (A) en células cultivas en 
medio completo, (B) en células serodeprivadas. Los datos muestran la media ± EEM de 4 experimentos 
independientes. La significación estadística se determinó mediante análisis de varianza (ANOVA): (** p<0,01, * 
p<0,05, control vs. ácido oleico, ácido elaídico, ácido esteárico; ∆∆ p<0,01, ∆ p<0,05 ácido oleico vs. ácido elaídico, 
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4.8-Efecto sobre la fluidez de membrana del ácido oleico, elaídico y esteárico 
El efecto de los ácidos grasos de tipo A y B sobre la fluidez de membrana en células 
endoteliales MS-1, se estudió mediante anisotropía de fluorescencia usando como sonda DPH. 
Esta molécula se incorpora en la región apolar de la membrana y su movimiento rotacional va a 
depender de la rigidez de la misma. Un aumento de la fluidez de la membrana va a provocar un 
aumento de la difusión rotacional de la sonda, lo que se traduce en una disminución de la 
anisotropía de fluorescencia en estado estacionario. 
Para observar el efecto de los ácidos oleico, elaídico y esteárico sobre la fluidez de 
membrana, éstos se añadieron a los 300 segundos de iniciado el registro experimental, a 
concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25, 50 o 100 µM, tras lo que se realizaron mediciones de 
anisotropía durante 900 segundos. 
La adición de ácido oleico (cis-insaturado) a las células endoteliales MS-1 (Figura 35 A), 
provocó una disminución estadísticamente significativa de la anisotropía de fluorescencia. Esta 
disminución fue proporcional a la concentración de ácido oleico administrado a las células. A 
medida que se añadieron concentraciones crecientes, la sonda aumentó su movimiento 
rotacional en la membrana (Figura 35 B). Este aumento de la difusión rotacional de la sonda, 
está directamente relacionado con un aumento de la fluidez. El tratamiento con ácido elaídico 
(trans-insaturado), también aumentó significativamente la fluidez de las membranas celulares 
en células endoteliales MS-1 (Figura 36 A, B), aunque este aumento fue aproximadamente la 
mitad del observado con ácido oleico para las mismas concentraciones de ácido graso (como 
ejemplo de esto, para la mayor concentración de ácido graso utilizada, se puede observar en 
las Figuras 35 A y 36 A un aumento de la fluidez de un 38,46% para el ácido elaídico, mientras 
que para el ácido oleico fue de un 73,07%). Sin embargo la adición de concentraciones 
crecientes de ácido esteárico (saturado) a las células endoteliales MS-1 (Figura 37 A), no 
provocó cambios estadísticamente significativos en la fluidez de la membrana en el rango de 
concentraciones de 5 a 50 µM, aunque se observó una pequeña pero significativa disminución 

















































































































































Figura 35: (A) Anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de células endoteliales 
MS-1 durante 900 segundos, en función de la concentración de ácido oleico añadida a los 300 segundos. Como 
control se utilizó etanol 1:1000. Cada punto de anisotropía corresponde a la media de 4 experimentos 
independientes. (B) Variación de anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de 
células endoteliales MS-1, con respecto a la concentración de ácido oleico. Los datos muestran la media ± EEM de 4 
experimentos independientes. Se representa la media de la anisotropía de 600 a 900 segundos (___ señal 
estabilizada) menos la media de la anisotropía de 0 a 300 segundos. La significación estadística se determinó 












































































































































Figura 36: (A) Anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de células endoteliales 
MS-1 durante 900 segundos, en función de la concentración de ácido elaídico añadida a los 300 segundos. Como 
control se utilizó etanol 1:1000. Cada punto de anisotropía corresponde a la media de 4 experimentos 
independientes. (B) Variación de anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de 
células endoteliales MS-1, con respecto a la concentración de ácido elaídico. Los datos muestran la media ± EEM de 
4 experimentos independientes. Se representa la media de la anisotropía de 600 a 900 segundos (___ señal 
estabilizada) menos la media de la anisotropía de 0 a 300 segundos. La significación estadística se determinó 







































































































































Figura 37: (A) Anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de células endoteliales 
MS-1 durante 900 segundos, en función de la concentración de ácido esteárico añadida a los 300 segundos. Como 
control se utilizó etanol 1:1000. Cada punto de anisotropía corresponde a la media de 4 experimentos 
independientes. (B) Variación de anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de 
células endoteliales MS-1, con respecto a la concentración de ácido esteárico. Los datos muestran la media ± EEM 
de 4 experimentos independientes. Se representa la media de la anisotropía de 600 a 900 segundos (___ señal 
estabilizada) menos la media de la anisotropía de 0 a 300 segundos. La significación estadística se determinó 
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4.9-Efecto del suero fetal bovino sobre la fluidez de membrana 
Los ácidos grasos libres son poco solubles en agua. En el plasma la mayoría circulan 
formando complejos con la albúmina, de forma que aumentan su límite de solubilidad. Sin 
embargo, en los experimentos de fluorescencia presentados hasta ahora, los ácidos grasos se 
añaden a las células en un medio puramente acuoso, que no contiene proteínas séricas. 
Podría alegarse que este sistema es poco fisiológico, ya que in vivo las células endoteliales 
interaccionan con los ácidos grasos en el seno del plasma sanguíneo, que contiene una 
enorme variedad de proteínas, especialmente albúmina sérica, que actúa entre otras cosas 
como molécula transportadora de múltiples sustancias hidrofóbicas, entre ellas los ácidos 
grasos. Por otra parte, el FCS utilizado contiene de forma natural altas cantidades de colesterol 
y de ácidos grasos saturados e insaturados [1 mmol/l de colesterol y 2,3 mmol/l de ácidos 
grasos (Dias and Parsons 1995) de los cuales, en promedio, un 57,06 % son ácidos grasos 
saturados y un 42,94 % son ácidos grasos insaturados (Audi, Mesa et al. 2007)]. Estas 
consideraciones nos llevaron a diseñar experimentos de control para evaluar si los efectos 
observados para los ácidos grasos se modificaban significativamente cuando su administración 
a las células se realizaba en presencia de proteínas séricas. 
Para ello, los experimentos de fluidez se recomprobaron variando el diseño experimental, de 
forma que los ácidos grasos se añadiesen a las células en presencia de FCS completo, o bien 
en presencia de FCS previamente delipidado (para evaluar el posible efecto de los ácidos 
grasos incorporados naturalmente con el FCS en nuestro sistema experimental). La 
delipidación del FCS se realizó siguiendo el protocolo de Cham y Knowles modificado (Cham 
and Knowles 1976), como se indica en el apartado de materiales y métodos. El FCS delipidado 
y el FCS se añadieron (sin diluir y a dilución 1:2, 1:4, y 1:8) a células marcadas con DPH a 37 
ºC en agitación, a los 300 segundos de iniciar la lectura de la anisotropía de fluorescencia. Tras 
la adición de FCS o de FCS delipidado, se registró la evolución de la anisotropía durante 900 
segundos. 
Como se muestra en la Figura 38 y en la Figura 39, la adición de FCS a las células 
endoteliales provocó un aumento de la rigidez de membrana proporcional a la concentración 
del mismo. Sin embargo, esta disminución de la fluidez no está mediada por los lípidos que 
pueda incorporar el FCS, ya que no se observaron diferencias en la anisotropía cuando se 

















































































































































































































































































Figura 38: Anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de células endoteliales MS-1 durante 900 segundos, en función de la concentración 
de FCS y de FCS delipidado añadida a los 300 segundos. Como control se utilizó PBS. (___) Para el análisis de resultados, se usaron los datos obtenidos tras la estabilización 
de la señal. 
 



















Figura 39: Variación de anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de células 
endoteliales MS-1, con respecto a la concentración de FCS. 
 
 
Una vez comprobado el efecto que el FCS y el FCS delipidado ejercen sobre las 
determinaciones de anisotropía de fluorescencia, se realizaron experimentos para comprobar si 
existían diferencias entre los efectos de los ácidos grasos cuando se adminstraban a las 
células en ausencia de proteínas séricas (disueltos en etanol), y los efectos de estos mismos 
ácidos grasos cuando se administraban a las células previamente unidos a la albúmina sérica. 
Para ello se añadieron al FCS y al FCS delipidado ácido oleico, ácido elaídico y ácido esteárico 
100 µM, utilizando como controles etanol y PBS. Estos ácidos grasos se van a unir a la 
albúmina del FCS y tras la adición a las células marcadas con DPH se intercambian 
rápidamente con las membranas modificando su fluidez (Figura 40, Figura 41). El FCS 
enriquecido en ácido oleico 100 µM aumentó la fluidez de las membranas en mayor medida 
que el FCS enriquecido en ácido elaídico y en ácido esteárico. Idénticos efectos se observaron 
cuando primero se añadió a los 300 segundos el FCS ó el FCS delipidado a las células 
marcadas con DPH y a los 800 segundos se añadieron los ácidos grasos o el control (Figura 
42). El etanol no modificó la fluidez de la membrana de las células endoteliales MS-1, tanto en 
células tratadas con FCS como en las expuestas a FCS delipidado. El ácido esteárico provocó 
un ligero aumento de la fluidez de las membranas con respecto a los controles, mientras que el 
ácido elaídico aumentó la fluidez de la membrana de forma que se superó la fluidez basal. El 
tratamiento con ácido oleico (cis-insaturado) indujo una fluidificación mayor que la obtenida con 
el ácido elaídico. En las Figuras 43, 44 y 45 se desglosa el efecto sobre la anisotropía de 
fluorescencia de (i) FCS, (ii) FCS con ácidos grasos y (iii) ácidos grasos, respectivamente. El 
tratamiento con FCS ó FCS delipidado disminuyó la fluidez de las membranas en células 
endoteliales, sin observarse diferencias significativas en las medidas de anisotropía entre 
ambos. La adición de ácidos grasos al FCS y al FCS delipidado provocó, de forma análoga a lo 
observado en los experimentos iniciales (en los que los ácidos grasos se añadían a las células 
en ausencia de proteínas séricas), un aumento de la fluidez con respecto al control, que fue 
mayor con el ácido oleico, seguido del ácido elaídico y del ácido esteárico.  
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Figura 40: Anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de células endoteliales MS-1 durante 900 segundos. A los 300 segundos se añadió 
FCS ó FCS delipidado enriquecido con ácidos grasos 100 µM. Como control se utilizaron PBS y etanol 1:1000. Cada punto de anisotropía corresponde a la media de 4 
experimentos independientes. (___) Para el análisis de resultados, se usaron los datos obtenidos tras la estabilización de la señal. 
 




























Figura 41: Variación de anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de células 
endoteliales MS-1, con respecto al FCS y al FCS delipidado enriquecidos en ácidos grasos 100 µM. Los datos 
muestran la media ± EEM de 4 experimentos independientes. Se representa la media de la anisotropía de 600 a 900 
segundos (señal estabilizada) menos la media de la anisotropía de 0 a 300 segundos. La significación estadística se 
determinó mediante análisis de varianza (ANOVA). ( ** p<0,01 FCS con ácido oleico, ácido elaídico, ácido esteárico, 
FCS delipidado con  ácido oleico, ácido elaídico, ácido esteárico vs. control; ∆∆ p<0,01 FCS con ácido oleico ,FCS 
delipidado con ácido oleico vs. FCS con ácido elaídico, ácido esteárico, FCS delipidado con ácido elaídico, ácido 
esteárico; □□p<0,01, FCS con ácido elaídico, FCS delipidado con ácido elaídico vs. FCS con ácido esteárico, FCS 
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Figura 42: Anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de células endoteliales MS-1 durante 1500 segundos. A los 300 segundos se añadió 
FCS ó FCS delipidado, y a los 800 segundos se añadieron ácido oleico 100 µM, ácido elaídico 100 µM ó ácido esteárico 100 µM. Como control se usó etanol 1:1000. Cada 
punto de anisotropía corresponde a la media de 5 experimentos independientes. (___) Para el análisis de resultados, se usaron los datos obtenidos tras la estabilización de la 
señal. 
 



















Figura 43: Efecto del FCS y del FCS delipidado sobre la variación de anisotropía de fluorescencia en estado 
estacionario del DPH en la membrana de células endoteliales MS-1, antes de la adición de ácidos grasos. Se 
representa la diferencia de las medias de la anisotropía de 600 a 800 segundos (señal estabilizada) respecto a las 
de 0 a 300 segundos ± EEM. Se realizaron 5 experimentos independientes y la significación estadística se determinó 


























Figura 44: Efecto de la adición de los ácidos grasos después del FCS y del FCS delipidado sobre la variación de 
anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del DPH en la membrana de células endoteliales MS-1. Se 
representa la variación de las medias de la anisotropía entre 1200 a 1500 segundos (señal estabilizada) respecto a 
las de 0 a 300 segundos ± EEM. Se realizaron 5 experimentos independientes y la significación estadística se 
determinó mediante análisis de varianza (ANOVA). (** p<0,01 FCS ácido oleico, ácido elaídico, ácido esteárico, FCS 
delipidado ácido oleico, ácido elaídico, ácido esteárico vs. control; ∆∆ p<0,01 FCS ácido oleico, FCS delipidado 
ácido oleico vs. FCS ácido elaídico, ácido esteárico, FCS delipidado ácido elaídico, ácido esteárico; □□p<0,01 FCS 
ácido elaídico, FCS delipidado ácido elaídico vs. FCS ácido esteárico, FCS delipidado ácido esteárico). 






























Figura 45: Efecto los ácido grasos sobre la variación de anisotropía de fluorescencia en estado estacionario del 
DPH en la membrana de células endoteliales MS-1. Se representa la diferencia de las medias de la anisotropía de 
1200 a 1500 segundos (señal estabilizada) respecto a las de 600 a 800 segundos ± EEM. Se realizaron 5 
experimentos independientes y la significación estadística se determinó mediante análisis de varianza (ANOVA). (* 
p<0,05, ** p<0,01 FCS ácido oleico, ácido elaídico, ácido esteárico, FCS delipidado ácido oleico, ácido elaídico, 
ácido esteárico vs. control; ∆∆ p<0,01, FCS ácido oleico, FCS delipidado ácido oleico vs. FBS ácido elaídico, ácido 
esteárico, FBS delipidado ácido elaídico, ácido esteárico; □□p<0,01, FCS ácido elaídico, FCS delipidado ácido 
elaídico vs. FCS ácido esteárico, FCS delipidado ácido esteárico). 
 
 
Las variaciones de anisotropía inducidas por los ácidos elaídico y esteárico fueron similares, 
tanto si se administraban premezclados con FCS ó FCS delipidado, como si se añadían tras el 
tratamiento con FCS ó FCS delipidado. Sin embargo, la variación de anisotropía observada en 
el caso del ácido oleico fue significativamente mayor cuando se añadió después del FCS que 
cuando se añadió premezclado con el FCS (Figura 46). 
Tal y como se deduce de estos resultados, los efectos de los ácidos grasos sobre la 
variación de la anisotropía de fluorescencia en la membrana de las células endoteliales fueron 
cualitativamente idénticos, cuando los ácidos grasos se añadieron directamente sobre las 
células marcadas con DPH o cuando se añadieron después de añadir FCS ó FCS delipidado, 
aunque se obtuvo una variación de anisotropía significativamente mayor cuando los ácidos 
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Figura 46: (A) Anisotropía de fluorescencia tras la adición de ácidos grasos en el FCS/FCS delipidado y después del 
FCS/FCS delipidado. (B) Variación de anisotropía tras la adición de ácidos grasos en el FCS/FCS delipidado y 
después del tratamiento con FCS/FCS delipidado. Los resultados muestran la media ± EEM de 4 experimentos 
independientes para la adición de ácidos grasos en el FCS ó FCS delipidado y de 5 experimentos independientes 
para la adición de ácidos grasos después del FCS ó FCS delipidado. La significación estadística se determinó 
mediante análisis de varianza (ANOVA). (**p<0,01 adición de los ácidos grasos en FCS vs. adición en FCS 


















































































































































































































Etanol 1:1000 AO 100 µM AEl 100 µM AEs 100 µM
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Figura 47: (A) Anisotropía de fluorescencia tras la adición de ácidos grasos sin FCS/FCS delipidado y después del 
tratamiento con FCS/FCS delipidado. (B) Variación de anisotropía tras la adición de ácidos grasos sin FCS/FCS 
delipidado y después del tratamiento con FCS/FCS delipidado. Los resultados muestran la media ± EEM de 4 
experimentos independientes para la adición de ácidos grasos en PBS y de 5 experimentos independientes para la 
adición de ácidos grasos después del FCS ó FCS delipidado. La significación estadística se determinó mediante 
análisis de varianza (ANOVA). (**p<0,01 adición de los ácidos grasos sin FCS vs adición después del FCS, adición 
después del FCS delipidado). 
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Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son responsables de más de 17,3 millones de 
muertes cada año, siendo la causa más importante de morbilidad y mortalidad en todo el 
mundo (World Health Organization 2007; World Health Organization 2008; World Health 
Organization 2008; World Health Organization 2009; World Health Organization 2011). En los 
países industrializados son la principal causa de mortalidad, y solo en países con bajos 
ingresos económicos las enfermedades infecciosas superan en mortalidad a las ECV (World 
Health Organization 2011). Así, en Europa, las enfermedades cardiovasculares causan 
alrededor de 4 millones de muertes al año, lo que supone que son responsables del 47% de la 
mortalidad (52% en las mujeres y 42% en los varones) (Nichols, Townsend et al. 2012). 
Aunque la tasa de mortalidad por enfermedad isquémica cardiaca y por enfermedad 
cerebrovascular está descendiendo en los países con altos ingresos, la tendencia es 
ascendente en los de ingresos medios y bajos. Se prevé que la mortalidad por enfermedad 
cardiovascular de forma global seguirá creciendo. Se calcula que en 2030 morirán cerca de 
23,6 millones de personas por esta enfermedad, sobre todo por cardiopatías y accidentes 
vasculares cerebrales y se prevé que sigan siendo la principal causa de muerte (Beaglehole 
and Bonita 2008; http://www.who.int/cardiovascular_diseases/about_cvd/es/ 2015). Esta 
epidemia podría limitarse o incluso reducirse con un cambio de la sociedad a un estilo de vida y 
a una alimentación más sanos como, por ejemplo, la dieta mediterránea, ya que la mayoría de 
las ECV pueden prevenirse actuando sobre factores de riesgo, como el consumo de tabaco, las 
dietas malsanas, la obesidad, la inactividad física, la hipertensión arterial, la diabetes o el 
aumento de los lípidos, de forma que la prevención podría reducir la morbilidad y mortalidad 
prematura. Estas intervenciones tienen la ventaja añadida de ser medidas de bajo costo y 
altamente factibles (Yusuf 2002; Mendis, Puska et al. 2011). Numerosos ensayos clínicos han 
observado los efectos beneficiosos de la dieta mediterránea o de sus principales componentes 
en variables intermedias de riesgo vascular, como presión arterial, perfil lipídico, resistencia a la 
insulina o función endotelial, hecho que ha añadido plausibilidad a los estudios epidemiológicos 
al poner de manifiesto posibles mecanismos de protección cardiovascular de la dieta 
mediterránea (Serra-Majem, Roman et al. 2006). Las perspectivas futuras pueden ser 
esperanzadoras, gracias en parte a los avances en prevención primaria, pero también gracias a 
las mejoras continuadas de nuestros conocimientos acerca de la fisiopatología de las ECV.  
Existe un amplio consenso en cuanto al efecto beneficioso sobre el riesgo de ECV que se 
deriva de la modificación del perfil de ácidos grasos contenidos en la dieta. La dieta "ideal" para 
la prevención de la aterosclerosis tiene como uno de sus pilares básicos la reducción del 
contenido total de ácidos grasos saturados y poliinsaturados de la dieta, y su sustitución por 
ácidos grasos de tipo monoinsaturado, fundamentalmente ácido oleico (Garrido and Mata 
1994). De hecho, se ha comprobado que existe una correlación inversa entre el consumo de 
ácidos grasos monoinsaturados y la mortalidad coronaria y general (Keys, Menotti et al. 1986; 
Garrido and Mata 1994). Esto también se observó en el reciente estudio de intervención 
nutricional con dieta mediterránea, PREDIMED, el cual demostró que la dieta mediterránea 
tradicional (caracterizada por su alto contenido en ácido oleico) incrementa la longevidad y 
ejerce un efecto protector frente a la aparición y el desarrollo de la enfermedad cardiovascular. 
Además confirmó los efectos beneficiosos de este patrón de alimentación sobre los principales 
factores de riesgo vascular. El efecto protector se ejerce independientemente de la edad, el 
género y los factores de riesgo vascular, y es especialmente eficaz en las personas 
genéticamente susceptibles de sufrir una enfermedad cardiovascular (Estruch 2014).  
El mecanismo exacto mediante el cual los ácidos grasos monoinsaturados son capaces de 
disminuir el riesgo de ECV no se conoce en la actualidad. Existen evidencias, sin embargo, de 
que este efecto protector depende de la presencia de un doble enlace cis en la molécula de 
ácido oleico, ya que su isómero trans, el ácido elaídico, parece tener un efecto 
hipercolesterolemiante similar al de los ácidos grasos saturados (Garrido and Mata 1994). Esta 
dependencia respecto de la conformación del doble enlace, que se aprecia para la mayoría de 
los efectos biológicos de los ácidos grasos, está relacionada con la estructura espacial de estas 
moléculas. El ácido oleico y otros ácidos grasos cis-insaturados (ácidos grasos tipo A) 
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presentan una acusada angulación en su cadena hidrocarbonada, lo que determina una 
desestructuración de los dominios lipídicos cuando se integran en las membranas biológicas, 
perturbando las interacciones lípido-lípido y lípido-proteína. Por el contrario, tanto los ácidos 
grasos saturados como los trans-insaturados (ácidos grasos tipo B), presentan una 
conformación lineal que les permite incorporarse a las membranas lipídicas causando poca o 
ninguna disrupción del ordenamiento de las mismas, por lo que no ejercerían efectos biológicos 
de importancia sobre la funcionalidad de la membrana (Karnovsky 1979; Casanueva, 
Villanueva et al. 1987). Así, se ha descrito que los ácidos grasos de tipo A se incorporan 
rápidamente a las membranas celulares modificando el estado físico-químico de los dominios 
lipídicos y modificando la actividad de numerosas proteínas de membrana, entre las que se 
encuentran la fosfolipasa C-gamma, los canales de calcio voltaje sensibles de tipo L, y el 
sistema adenilato ciclasa-proteín kinasa A (Casabiell, Pandiella et al. 1991; Casabiell, Zugaza 
et al. 1993; Zugaza, Casabiell et al. 1995; Zugaza, Casabiell et al. 1995a; Perez, Casabiell et 
al. 1997; Perez, Camina et al. 1997a; Perez, Camina et al. 1998), por lo que pueden modular 
de forma rápida (en minutos) y reversible la actividad de algunos de los mecanismos de 
señalización intracelular más importantes, como la vía del IP3-calcio intracelular y la vía del 
cAMP/proteín kinasa A (Casabiell, Pandiella et al. 1991; Casabiell, Zugaza et al. 1993; Zugaza, 
Casabiell et al. 1995; Zugaza, Casabiell et al. 1995a; Perez, Casabiell et al. 1997; Perez, 
Camina et al. 1997a; Perez, Camina et al. 1998). Además, por su capacidad para particionarse 
hacia membranas intracelulares, no resulta sorprendente que se hayan detectado también 
efectos biológicos sobre estructuras y funciones internas de la célula, modulando la 
proliferación celular por sus efectos a nivel nuclear (Buckman, Chapkin et al. 1990; desBordes 
and Lea 1995; Zugaza, Casabiell et al. 1995; Lu, Morinelli et al. 1996), y afectando la síntesis, 
procesamiento y maduración de proteínas de secreción.  
Dentro de los mecanismos bioquímicos que explican la relación entre dieta, lípidos 
plasmáticos y aterogénesis, el endotelio vascular desempeña un papel extraordinariamente 
importante. Las células endoteliales actúan como interfase entre el plasma y la pared de los 
vasos sanguíneos, comportándose en condiciones normales como una barrera antitrombótica y 
antiinflamatoria fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de la pared vascular. Se 
sabe que la disfunción de las células endoteliales juega un importante papel en el desarrollo y 
progresión de la aterosclerosis (Behrendt and Ganz 2002; Landmesser, Hornig et al. 2004), y 
hay evidencias que sugieren que la apoptosis es un fenómeno común en el desarrollo de 
lesiones, afectando a todos los tipos celulares presentes en la placa aterosclerótica. La 
distribución espacial de la apoptosis en la placa aterosclerótica no es uniforme, concentrándose 
con frecuencia en la proximidad de los macrófagos, lo que sugiere que estas células participan 
en el inicio de la apoptosis (Kockx, De Meyer et al. 1998). Aunque no se conocen los 
mecanismos que inducen la apoptosis de los macrófagos y de las células musculares lisas, se 
cree que las partículas de LDL oxidadas están implicadas en este proceso ya que son capaces 
de inducir la muerte de numerosos tipos celulares (Berliner and Heinecke 1996).  
 
 
5.1-Estudio del efecto del ácido oleico, elaídico y esteárico sobre el ciclo celular y la 
inducción de apoptosis en células endoteliales MS-1 
En la primera parte del presente trabajo se ha abordado el estudio de los efectos agudos del 
ácido oleico (un ácido graso cis-monoinsaturado), sobre el ciclo celular, la apoptosis y la 
proliferación de células MS-1 en cultivo, tanto en condiciones normales de crecimiento (medio 
completo) como en condiciones de depleción de nutrientes (medio restrictivo) o en situaciones 
de hipoxia experimental. Se analizó el efecto de este ácido graso sobre el ciclo celular y el 
crecimiento utilizando estímulos mitogénicos complejos, como concentraciones elevadas de 
FCS en el medio de cultivo, o utilizando mitógenos específicos con acción sobre el endotelio 
vascular, como la Endotelina 1 y el VEGF. En determinados experimentos se evaluó también la 
acción de cantidades equimoleculares de su isómero trans-insaturado (ácido elaídico) y del 
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ácido esteárico (saturado), para determinar si los efectos biológicos observados están 
relacionados con la conformación espacial del ácido graso. 
En numerosos sistemas experimentales, el cultivo de una población celular en ausencia de 
FCS se asocia con un aumento de la apoptosis (Galli and Fratelli 1993; Hogg, Browning et al. 
1999). Esto se ha demostrado también en el presente estudio, comprobándose un marcado 
incremento de la apoptosis en células endoteliales en función del tiempo cuando se cultivaron 
en medio restrictivo (0,5% FCS), mientras que cuando se cultivaron en medio completo no se 
observó variación en la viabilidad celular hasta las 48 horas en cultivo. En condiciones de 
serodeprivación el tratamiento de las células endoteliales MS-1 con ácido oleico, disminuyó de 
forma marcada la apoptosis. Esta disminución de la apoptosis con respecto a las células no 
tratadas con el ácido graso se observa con claridad a partir de las 30 horas de incubación, 
obteniéndose una reducción de la apoptosis del 64,84% a las 42 horas en los cultivos que 
fueron suplementados con ácido oleico. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en 
diferentes estudios que demuestran que los factores antiaterogénicos como los estrógenos 
(Spyridopoulos, Sullivan et al. 1997), los antioxidantes (Abello, Fidler et al. 1994; Haendeler, 
Zeiher et al. 1996; Dimmeler, Haendeler et al. 1997a), y el flujo (Dimmeler, Haendeler et al. 
1996; Dimmeler, Haendeler et al. 1997; Hermann, Zeiher et al. 1997; Dimmeler, Hermann et al. 
1999) protegen a las células endoteliales inhibiendo la apoptosis inducida por diferentes 
estímulos (depleción de factores de crecimiento, TNFα, H2O2, LDL oxidadas, endotoxinas). 
Además de sus efectos sobre la apoptosis, hemos comprobado que el ácido oleico ejerce 
otros efectos más sutiles sobre el ciclo celular en células MS-1. Así, en cultivos mantenidos en 
condiciones de serodeprivación, el tratamiento con ácido oleico de alguna manera mantiene el 
ciclo celular activo y sincronizado, en contraste con lo que ocurre en los controles, en los que 
no se aprecia una evolución sincrónica clara del ciclo celular. Cuando las células se incuban en 
medio completo, la presencia de ácido oleico ocasiona una clara aceleración del ciclo celular, 
alcanzándose el reclutamiento máximo de la población celular en fase S a las 18 horas en 
células tratadas con ácido oleico, en contraste con las 24 horas que son necesarias para 
alcanzar este pico de estimulación en los cultivos control. Estos resultados apoyan la hipótesis 
de que la progresión del ciclo celular sería un prerrequisito para inhibición de la apoptosis 
endotelial (Artwohl, Roden et al. 2004). El aumento de la apoptosis de las células endoteliales 
asociado a la disminución de la proliferación endotelial junto con la alteración de la morfología y 
función de las células endoteliales parece ser el elemento clave para el inicio y progresión de 
enfermedades micro y macrovasculares (Dimmeler and Zeiher 2000; Baumgartner-Parzer and 
Waldhausl 2001; Dimmeler, Haendeler et al. 2002). Por consiguiente, los efectos observados 
del ácido oleico sobre el ciclo celular, pueden contribuir a que el ácido oleico atenúe el 
desarrollo de aterosclerosis. Diversos estudios han demostrado que el ácido oleico inhibe la 
activación endotelial, es decir la expresión de productos génicos implicados en la adhesión de 
leucocitos y la aterogénesis temprana (Carluccio, Massaro et al. 1999; Massaro and De 
Caterina 2002).  
A pesar de que el ácido oleico acelera la entrada de las células MS-1 en el ciclo celular, este 
efecto parece ser compensado en el tiempo, como lo demuestran los resultados obtenidos en 
los experimentos de proliferación celular en medio completo, en los que no se detectan 
diferencias significativas en la proliferación inducida por diferentes dosis de FCS entre células 
controles y células tratadas con ácido oleico. Sin embargo, en estas mismas condiciones el 
ácido oleico sí aumenta de forma significativa la potencia de dos péptidos con actividad 
mitogénica sobre células endoteliales como el VEGF y la ET-1, utilizados ambos a dosis 
maximales (50 nM y 75 nM respectivamente). Es posible que en el caso de un estímulo 
complejo como el FCS, en el que están presentes grandes cantidades de factores bioactivos 
con potencial mitogénico, no haya lugar para un reforzamiento de la acción por el ácido oleico. 
Sin embargo, cuando se utilizan mitógenos que activan vías de señalización intracelular 
concretas y definidas, sí se observa claramente un efecto potenciador del ácido oleico sobre la 
respuesta mitogénica a estos estímulos, cuya potencia relativa, expresada en unidades 
equivalentes de FCS, aumenta en un 400% (ET-1, potencia equivalente a 1% vs. 4% FCS) o 
un 609% (VEGF, potencia equivalente a 0,64% vs. 3,91% FCS). Cuando los experimentos de 
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proliferación se realizaron en condiciones de hipoxia, aunque la proliferación celular se reduce 
de forma apreciable, se observa que, en estas condiciones, (i) la proliferación en respuesta a 
dosis crecientes de FCS es significativamente más elevada en presencia de ácido oleico y (ii) 
la potenciación del efecto mitogénico de la ET-1 y del VEGF pasan a ser, respectivamente, del 
457% (potencia equivalente a 1,22% vs. 6,80% FCS) y del 944% (VEGF, potencia equivalente 
a 0,59% vs. 5,57% FCS). 
Un posible mecanismo bioquímico que explicaría la potenciación que el ácido oleico ejerce 
sobre el efecto mitogénico de ET-1 y VEGF podría ocurrir a nivel de la PKC. En efecto, 
sabemos que los ácidos grasos cis-insaturados (pero no los saturados ni los trans-insaturados) 
activan directamente la PKC interaccionando con un dominio de unión diferente al del DAG (el 
Touny, Khan et al. 1990). Sabemos además que son activadores más potentes de las 
isoformas de PKC que no dependen de Ca2+ para su activación (Khan, Blobe et al. 1993). Dado 
que los receptores de ET-1 y VEGF activan también la vía de la PKC (Hirata, Emori et al. 1993; 
Takahashi, Ueno et al. 1999), es posible que un efecto sinérgico sobre la vía de la PKC 
contribuyese a explicar la potenciación que el ácido oleico ejerce sobre la proliferación celular 
inducida por ET-1 y VEGF.  
Los efectos potenciadores sobre la proliferación celular que el ácido oleico ejerce en 
condiciones de hipoxia, tanto sobre estímulos complejos (FCS) como sobre estímulos que 
activan vías bioquímicas concretas (ET-1, VEGF), resultan especialmente interesantes si 
tenemos en cuenta que, en situaciones de hipoxia clínica, se produce una acumulación de 
ácidos grasos a nivel tisular (Hochachka 1986; Yoshida, Ikeda et al. 1986). Además, las células 
endoteliales, por su localización en la interfaz entre la sangre y los tejidos, son especialmente 
sensibles a la isquemia (Forman, Puett et al. 1989). Se ha demostrado que en condiciones de 
hipoxia se produce una respuesta inflamatoria caracterizada por una activación de leucocitos 
polimorfonucleares (PMN). Por otra parte, el incremento de la adhesión de los PMN a células 
endoteliales cultivadas en condiciones de hipoxia está mediado por la expresión de ICAM-1 en 
la superficie de las células endoteliales y de glicoproteína CD11b/CD18 en la membrana de los 
PMN (Arnould, Michiels et al. 1993). El ácido oleico bloquea la adhesión de los PMN (Arnould, 
Michiels et al. 1993) a las células endoteliales ejerciendo un efecto protector frente al daño 
endotelial. Este efecto podría explicar la potenciación de la respuesta proliferativa a diferentes 
estímulos que hemos observado para el ácido oleico en los experimentos realizados en 
condiciones de hipoxia, máxime si tenemos en cuenta que, a excepción de un rápido período 
inicial en el cual aumenta la proliferación en células endoteliales (Schafer, Ewald et al. 2003), la 
hipoxia induce una reducción tiempo-dependiente de la proliferación celular (Ben-Yosef, Miller 
et al. 2005). 
Las propiedades anti-apoptóticas observadas en este estudio para el ácido oleico, 
especialmente en condiciones de restricción de nutrientes, y su efecto potenciador sobre la 
mitosis en situaciones de hipoxia experimental, podrían así constituir nuevos mecanismos 
bioquímicos que contribuirían a explicar los efectos cardioprotectores de los ácidos grasos cis-
monoinsaturados.  
Numerosos estudios indican que los efectos de los ácidos grasos libres sobre la fisiología 
celular dependen de su conformación espacial, que puede ser angular (ácidos grasos cis-
monoinsaturados, tipo A de Karnowsky) o predominantemente lineal (ácidos grasos saturados 
o trans-insaturados, tipo B de Karnowsky). Esta diferencia estructural determina importantes 
diferencias en su interacción con las bicapas lipídicas. Los ácidos grasos de tipo B, se 
intercalan sin provocar desorganización estructural importante en la región hidrofóbica de la 
bicapa. Por el contrario, los ácidos grasos de tipo A, causan alteraciones importantes en la 
misma, modificando la fluidez de la membrana y las interacciones lípido-lípido y lípido-proteína 
(Karnovsky 1979; Klausner, Kleinfeld et al. 1980; Pjura, Kleinfeld et al. 1984). Así, se ha 
descrito que el ácido oleico (pero no el ácido esteárico ni el ácido elaídico) bloquea el aumento 
de [Ca+2]i, del potencial de membrana y la generación de IP3 que se produce tras la activación 
del receptor de EGF, sin que se afecte la unión de EGF a su receptor, la oligomerización del 
receptor, la activación del dominio tirosín-quinasa del receptor ni la autofosforilación del 
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extremo C-terminal del receptor (Casabiell, Pandiella et al. 1991). Sabemos también que los 
ácidos grasos cis-monoinsaturados (pero no los saturados ni los trans-insaturados) activan la 
PKC (el Touny, Khan et al. 1990) induciendo proliferación celular (Lu, Morinelli et al. 1996).  
Teniendo en cuenta este hecho, en el presente estudio se han realizado experimentos para 
comprobar si los efectos anti-apoptóticos observados para el ácido oleico (18:1 cis ∆ 9) en 
células MS-1 en condiciones de restricción de nutrientes, se mantenían cuando este ácido 
graso se substituía por cantidades equimoleculares del ácido graso C 18 saturado (ácido 
esteárico) o del C 18 trans-insaturado (ácido elaídico). Inicialmente se estudió el efecto de 
estos ácidos grasos tras 48 horas de cultivo. Nuestros resultados muestran que, al igual que en 
muchos otros sistemas biológicos, los efectos observados poseen una clara dependencia de la 
conformación espacial del ácido graso utilizado, no observándose diferencias estadísticamente 
significativas en la apoptosis con respecto a los controles, cuando las células cultivadas en 
medio completo se trataron con ácido esteárico o con ácido elaídico. En células 
serodeprivadas, el ácido elaídico provocó una disminución de la apoptosis de menor magnitud 
a la observada con ácido oleico, mientras que el ácido esteárico mostró una apoptosis similar a 
la observada en células control, aunque las diferencias fueron estadísticamente significativas a 
las 48 horas de cultivo. Vistos estos efectos, posteriormente se estudió el efecto sobre el ciclo 
celular de estos ácidos grasos a diferentes intervalos temporales. 
El análisis de la progresión del ciclo celular en células tratadas con los ácidos grasos tipo B 
en condiciones estándar de crecimiento, indicó que éstos no inducen proliferación celular, a 
diferencia de lo observado en las células tratadas con ácido oleico, donde se apreció una 
aceleración en la entrada en la fase de S. Estos resultados concuerdan con datos previos que 
muestran que el ácido oleico (pero no los ácidos grasos saturados ni los trans-insaturados), 
activan la PKC, induciendo proliferación celular (el Touny, Khan et al. 1990; Lu, Morinelli et al. 
1996). A su vez, existe una correlación positiva entre proliferación celular y grado de fluidez de 
membrana. Estudios anteriores indican que en células de sarcoma cultivadas en medio libre de 
suero y con albúmina delipidada suplementada con diversas cantidades de ácidos grasos 
saturados e insaturados (que en estas condiciones se supone que son incorporados a los 
fosfolípidos de membrana), los ácidos grasos insaturados incrementaron la fluidez de la 
membrana con un concomitante aumento de la proliferación, mientras que la suplementación 
con ácidos grasos saturados no tuvo el mismo efecto. La proliferación celular está acompañada 
por un incremento en la fluidez de la membrana en las fases M y S en células de hepatoma, 
3T3, fibroblastos y hepatocitos proliferantes. Esto indica que la proliferación celular está 
asociada a un incremento en la fluidez de la membrana plasmática en las fases del ciclo celular 
asociadas con el crecimiento (M, S) (Aloia 2013). 
En células MS-1, en condiciones de serodeprivación, el número de células que entran en 
fase S en los cultivos control se mantiene constante hasta las 24 horas, mientras que 
posteriormente se observó una disminución de esta población hasta las 48 h, lo cual es 
esperable debido a la falta de factores de crecimiento aportados por el suero. Hay que tener en 
cuenta que al tratarse de una línea transformada, las células poseen una cierta capacidad para 
mantener la división celular de forma constitutiva y no sincronizada. El tratamiento con los 
ácidos grasos tipo A y B, mostró efectos distintos. En el caso del ácido oleico se produce un 
incremento de la población celular en fase S hasta las 24 h, después disminuye ligeramente. 
Por otra parte, con los ácidos grasos tipo B se produce un aumento del número de células en 
fase S hasta las 18 h (mayor para el caso del ácido elaídico), para posteriormente disminuir 
progresivamente con el tiempo de cultivo, siendo mayor la disminución para el ácido esteárico 
que para el elaídico. Esto indica que el ácido elaídico presenta un comportamiento intermedio 
entre el ácido oleico y el ácido esteárico. Estos efectos sobre la proliferación se observan 
claramente cuando se realiza un análisis total de la población celular en fase S durante las 48 
horas de cultivo (Figura 34). El ácido oleico aumentó el número de células en fase S, mientras 
que el elaídico no tuvo efecto alguno a este respecto y el esteárico mostró un efecto inverso al 
oleico. En este sentido, estudios en células endoteliales de aorta humanas (HAEC), 
demostraron que el tratamiento con bajas concentraciones de ácido esteárico (<50 µM) inhibe 
el crecimiento celular (Harvey, Walker et al. 2010), mientras que el tratamiento de estas células 
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con ácido elaídico afecta mínimamente al crecimiento celular (Harvey, Walker et al. 2012). Esto 
está de acuerdo con una relación directa entre un aumento de fluidez y la proliferación celular. 
Al igual que la exposición de células MS-1 cultivadas en medio completo a ácido oleico, el 
tratamiento con ácidos grasos tipo B no afectó a la viabilidad celular a las dosis utilizadas. Sin 
embargo, en condiciones de restricción de nutrientes, el número de células en fase S se 
mantuvo estable en los controles desde t= 6 h, hasta t= 24 h, para disminuir posteriormente con 
el tiempo de cultivo (siendo esta disminución más acusada en células tratadas con ácido 
elaídico y esteárico). La población celular en fase G2/M, se mantiene más o menos constante 
durante todo el experimento, mientras que el porcentaje de células en fase G0/G1 se redujo de 
forma clara con el tiempo. El discreto nivel de reclutamiento a la fase S no fue suficiente para 
explicar la progresiva reducción en la fase G0/G1. Sin embargo, al cuantificarse la población 
subdiploide (contenido de DNA < 2n), se observó que se produjo un aumento muy marcado de 
la apoptosis, lo que explicaría la fuerte reducción de la población en fase G0/G1. El tratamiento 
con ácido esteárico, provocó una caída de la fase G2/M y de la fase G0/G1 con el tiempo de 
cultivo, con un aumento concomitante del porcentaje de células que sufrieron apoptosis celular. 
Esto indica que en este caso, las células que sufrieron apoptosis provinieron de células cuyo 
ciclo celular estaba detenido en G2/M y en G0/G1. A las 42 h de cultivo (tiempo al que se 
obtiene el máximo porcentaje de apoptosis con el tratamiento control), se observó un 21,82% 
de aumento de la apoptosis frente al control. El ácido elaídico, al igual que sucedió en el 
análisis de su efecto sobre la proliferación celular, tuvo un comportamiento intermedio entre el 
del ácido oleico y el del ácido esteárico. Se observó una disminución del número de células en 
fase G0/G1 de menor magnitud que en células no tratadas, hasta las 36-42 h, tiempo al cual se 
obtuvo el mayor porcentaje de apoptosis. A las 42 h de cultivo se obtuvo una disminución de la 
apoptosis celular del 39.36%. Sin embargo, como se indicó previamente, en células tratadas 
con ácido oleico la disminución de la apoptosis fue mucho mayor, observándose una 
disminución del 64,84% con respecto a los cultivos control.  
El ácido oleico en células MS-1 ejerció un efecto claramente anti-apoptótico, mientras que el 
ácido elaídico, aunque disminuyó la apoptosis, tuvo un efecto más discreto. Contrariamente, el 
ácido esteárico aumentó la apoptosis observada en células MS-1 serodeprivadas. 
La elevación de ácidos grasos libres en suero desempeña un importante papel en la 
aterosclerosis (Armstrong, Hiremagalur et al. 2005; Pilz, Scharnagl et al. 2006). En 
determinadas situaciones patológicas, las concentraciones de ácidos grasos libres en plasma 
pueden alcanzar el rango milimolar y las células endoteliales en particular, podrían estar 
expuestas a concentraciones excesivamente altas de ácidos grasos, debido a la lipólisis local 
de los triglicéridos de las lipoproteínas por la lipoproteinlipasa endotelial (Reaven, Hollenbeck et 
al. 1988; Fagot-Campagna, Balkau et al. 1998). La re-endotelización se produce a través de 
células progenitoras endoteliales de la médula ósea (EPC) (Asahara, Murohara et al. 1997). De 
esta forma, la pérdida de integridad endotelial debida a la apoptosis desencadenada por los 
factores de riesgo ateroscleróticos, va a ser reparada por las EPC. In vitro, las altas 
concentraciones de ácidos grasos contribuyen a la apoptosis acelerada del endotelio. En la 
aterosclerosis, además de contribuir a la formación de la lesión inicial debido al 
desprendimiento de las células endoteliales de la capa íntima subyacente, la apoptosis 
endotelial conduce a un aumento de permeabilidad vascular, a la erosión de la placa y a la 
ruptura de la placa (Choy, Granville et al. 2001; Rossig, Dimmeler et al. 2001). Los resultados 
observados en este estudio sobre la apoptosis endotelial, podrían explicar en parte los 
diferentes efectos que se les atribuyen a los ácidos grasos cis-insaturados, saturados y trans-
insaturados a nivel del sistema cardiovascular. Incluso, algunos trabajos previos demuestran 
que el ácido oleico bloquea los efectos citotóxicos de los ácidos grasos saturados de cadena 
larga sobre el endotelio vascular, inhibiendo la activación y apoptosis endotelial. 
El ácido esteárico en células MS-1 inhibió la proliferación y aumentó la apoptosis observada 
en condiciones de serodeprivación. En otros tipos celulares se ha demostrado que presenta 
efectos citotóxicos similares. En células de la granulosa humanas, disminuye marcadamente la 
supervivencia de manera dosis-dependiente por una inducción de la apoptosis (Mu, Yanase et 
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al. 2001). En células endoteliales también inhibió el crecimiento celular, indujo apoptosis e 
incrementó significativamente la expresión de la molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1), 
siendo la respuesta pro-inflamatoria confirmada por la fosforilación de IkB-α y del NF-kB de 
manera dosis-dependiente (Harvey, Walker et al. 2010a). En células HUVEC (células 
endoteliales de vena umbilical humana) y en células de tejidos susceptibles a complicaciones 
vasculares diabéticas tardías: células endoteliales aórticas humanas (HAEC), células 
endoteliales humanas de la retina (HREC), así como en EPC humanas implicadas en la 
reparación vascular (Artwohl, Lindenmair et al. 2008), se demostró que la apoptosis inducida 
por los ácidos grasos, depende del origen vascular de las células endoteliales, del estado de 
proliferación celular y de la estructura de los ácidos grasos. El ácido oleico, 
independientemente del estado proliferativo, no provocó muerte en ningún tipo celular. La 
apoptosis inducida por ácidos grasos poliinsatarados (PUFA) está mediada por la caspasa 8 y 
depende del origen vascular (en HREC no desencadenaron apoptosis) y del estado 
proliferativo de las células, siendo éstas resistentes a la apoptosis en estado de quiescencia. El 
ácido esteárico produce apoptosis de forma dosis-dependiente en todos los tipos celulares con 
independencia del estado proliferativo, por un mecanismo totalmente diferente al de los PUFA. 
En este caso la actividad pro-apoptótica está relacionada con el aumento de rigidez provocado 
en las membranas de las células. Esta apoptosis inducida por el ácido esteárico, se supone 
que podría estar mediada por una disminución de la fluidez de membrana, debido a que tanto 
la rigidez de la membrana como la apoptosis son contrarrestadas por el ácido 
eicosapentaenoico (EPA). El EPA es un ácido graso altamente insaturado ∆ 3, que se sabe que 
aumenta la fluidez de la membrana en varios tipos celulares, incluyendo células endoteliales 
(Hashimoto, Hossain et al. 1999). Además, a bajas concentraciones, inhibe la apoptosis 
inducida por el desprendimiento de las células endoteliales. En estos tipos celulares inhibió la 
apoptosis y disminuyó la rigidez de la membrana inducida por el ácido esteárico. Existen 
estudios previos que han demostrado que una reducción de la fluidez de la membrana se 
acompaña de un aumento de apoptosis (Tebbey and Buttke 1990; Bhosle, Huilgol et al. 2005). 
En células T expuestas a ácido esteárico, el aumento de la rigidez de la membrana celular 
desencadenó apoptosis (Tebbey and Buttke 1990). Como se mencionó anteriormente, y al 
igual que en este trabajo, el ácido oleico no provocó muerte en ningún tipo celular mientras que 
aumentó la fluidez de las membranas en algunos tipos celulares como linfocitos, células de 
riñón de hámster, fibroblastos (células 3T3) y membranas de monocitos (Klausner, Kleinfeld et 
al. 1980; Kuo, Weinfeld et al. 1990). Sin embargo, se demostró que el ácido esteárico aumenta 
la rigidez de las membranas y al mismo tiempo induce apoptosis, la cual es inhibida por el EPA 
al incrementar la fluidez de la membrana en la células endoteliales estudiadas, suponiéndose 
una relación inversa entre el grado de fluidez de la membrana y la apoptosis celular. En este 
sentido, en ensayos posteriores estudiamos el efecto del ácido oleico, elaídico y esteárico 
sobre la fluidez de membrana en muestro modelo celular. 
La inducción de apoptosis en HREC y HAEC desencadenada por el ácido esteárico y por los 
PUFAs podría contribuir al desarrollo de enfermedades micro y macrovasculares, incluyendo la 
aterosclerosis prematura. El ácido oleico, al igual que en nuestro modelo celular, no 
desencadenó apoptosis endotelial, lo cual concuerda con las observaciones de que los ácidos 
grasos monoinsaturados presentes en el aceite de oliva y en la dieta mediterránea atenúan el 
desarrollo de aterosclerosis (Massaro and De Caterina 2002), mientras que la ingesta de altas 
cantidades de ácido esteárico y de PUFA aparentemente contribuyen a la disfunción endotelial 
y a la aterosclerosis prematura (Yam, Eliraz et al. 1996; Hennig, Toborek et al. 2001). Nuestros 
resultados, al igual que los mencionados anteriormente, están en consonancia con las 
recomendaciones dietéticas que indican que la dieta "ideal" en la prevención de la 
aterosclerosis se basa en la reducción del contenido total de ácidos grasos saturados y 
poliinsaturados de la dieta, y su sustitución por ácidos grasos de tipo monoinsaturado, 
fundamentalmente ácido oleico (Garrido and Mata 1994). 
En este sentido, el ácido oleico en células MS-1 serodeprivadas, presentó un claro efecto 
citoprotector al inhibir la apoptosis inducida por la serodeprivación. Este efecto puede ser 
consecuencia de su incorporación en la bicapa lipídica, donde podría alterar las cascadas de 
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señalización que inducen apoptosis. Se sabe que este ácido graso inhibe el aumento de Ca+2 
intracelular (Casabiell, Pandiella et al. 1991; Perez, Casabiell et al. 1997; Perez, Camina et al. 
1997a; Perez, Camina et al. 1998). El aumento de la concentración de Ca+2 intracelular, podría 
conducir a la activación de quinasas dependientes de Ca+2 o fosfatasas, con la consiguiente 
activación de genes relacionados con la apoptosis. El incremento de los niveles de Ca+2 
intracelular, también provoca un aumento de la captación de Ca+2 por la mitocondria, por lo que 
aumenta la liberación de citocromo C y la activación de la vía de la apoptosis mitocondrial 
(Szabadkai and Rizzuto 2004). Este efecto protector también se observó en células HAEC 
tratadas con ácido esteárico, donde este último a bajas concentraciones inhibe el crecimiento, 
mientras que a dosis altas induce muerte celular de manera dosis-dependiente. Estos efectos 
son bloqueados por el tratamiento con ácido oleico. A bajas concentraciones, el ácido oleico 
disminuye los efectos citotóxicos, inhibe la apoptosis, inhibe el aumento de la expresión de la 
molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1) y la fosforilación del NF-kB (regulador 
transcripcional de ICAM-1) inducida por ácido esteárico. A dosis más altas, bloquea por 
completo los efectos citotóxicos, la apoptosis y la activación de la caspasa 3 producida por el 
ácido esteárico. Globalmente, nuestros datos junto con los previamente citados, indican que el 
ácido oleico ejerce un efecto citoprotector, ya que inhibe los efectos tóxicos que el ácido 
esteárico induce en diversos tipos celulares y en nuestro estudio protege frente a la apoptosis 
inducida por la serodeprivación. El estudio del perfil lipídico de las células suplementadas con 
ácido oleico o ácido esteárico a nivel de los fosfolipidos de membrana, mostró que la 
suplementación con cualquiera de estos ácidos grasos aumentó significativamente su 
respectivo contenido en los fosfolípidos de membrana. Además, la combinación de los dos 
ácidos grasos, presentó un patrón intermedio entre la suplementación con ácido esteárico y 
con ácido oleico (Harvey, Walker et al. 2010). Estos resultados sugieren que: a) un exceso de 
ácido esteárico se acumula en los fosfolípidos, creando así una estructura extremadamente 
rígida lo que resulta en lipotoxicidad, b) el ácido oleico neutraliza el impacto negativo de los 
ácidos grasos saturados sobre las funciones de las células endoteliales, mediante el 
desplazamiento del ácido esteárico de la bicapa lipídica. De esta forma, evita la activación de 
las cascadas de señalización inducidas por el ácido esteárico que promueven la inflamación y/o 
inducen la apoptosis, efectos que son posiblemente consecuencia de un aumento de la rigidez 
de membrana provocada por el ácido esteárico.  
Como se mencionó anteriormente, la suplementación de células MS-1 serodeprivadas con 
ácido elaídico produjo un efecto intermedio entre el observado con ácido oleico y con ácido 
esteárico. Observaciones similares se obtuvieron en otros trabajos donde el tratamiento de 
células HAEC con ácido elaídico a bajas concentraciones, fue bien tolerado en términos de 
crecimiento endotelial, no afectando al crecimiento (a diferencia del ácido esteárico). En 
relación al efecto pro-inflamatorio, a diferencia del ácido oleico, el ácido elaídico también indujo 
una respuesta pro-inflamatoria similar al ácido esteárico aumentando la fosforilación del 
regulador transcripcional de ICAM-1; NF-kB y aumentó en la superficie de las células 
endoteliales la expresión de ICAM-1. A nivel de la apoptosis celular, modificó ligeramente el 
porcentaje de células que sufrieron apoptosis. Al igual que en nuestro estudio, el ácido elaídico 
mostró un comportamiento intermedio entre el ácido oleico y el ácido esteárico. Sin embargo, 
estos resultados difieren con otros donde el ácido elaídico induce apoptosis celular en células 
HUVEC de manera dosis-dependiente a través de la producción intracelular de ROS y de la 
activación de las caspasas 3, 8 y 9 (Qiu, Hu et al. 2012) (Zapolska-Downar, Kosmider et al. 
2005). Estas diferencias pueden deberse a una distinta sensibilidad de estos tipos celulares a 
ácidos grasos trans-insaturados, lo cual es importante tener en cuenta a la hora de estudiar el 
efecto de este tipo de ácidos grasos sobre el endotelio vascular. También hay que tener en 
cuenta la diferente concentración utilizada, ya que estos estudios usaron concentraciones 
excesivamente altas (hasta 5 mM), mientras que en nuestro caso usamos 10 µM, con lo cual es 
difícil comparar nuestros resultados con los obtenidos en células HUVEC. 
Para el ácido elaídico, también se observó un efecto entre el ácido esteárico y el ácido 
oleico en cardiomiocitos neonatales de rata cultivados en condiciones de serodeprivación, en 
los que el ácido esteárico provocó un inducción de la apoptosis celular, mientras que el 
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tratamiento con ácido oleico ó con ácido elaídico no desencadenaron apoptosis. Además, la 
administración de cantidades equimoleculares de ácido oleico a células tratadas con ácido 
esteárico, contrarrestó el efecto tóxico del ácido esteárico, mientras que el tratamiento con 
ácido elaídico retrasó la apoptosis pero no la previno (de Vries, Vork et al. 1997). Estos efectos 
pueden ser debidos a que una vez suministrados a las células, los ácidos grasos son 
rápidamente incorporados en los fosfolípidos de la membrana celular afectando a la fluidez de 
membrana. El aumento de la cantidad de ácido esteárico (punto de fusión elevado) en los 
fosfolípidos, disminuye la fluidez de la membrana (Stubbs and Smith 1984) y por consiguiente 
eleva la temperatura de transición de fase de la membrana. A temperaturas por debajo de la 
temperatura de transición, los fosfolípidos de la membrana se encuentran en fase de transición 
gel-líquido cristalina, alterándose severamente las funciones de la membrana (Innis and 
Clandinin 1981; Stubbs and Smith 1984). En este sentido, se demostró una menor viabilidad 
celular con la exposición a ácido esteárico, pero no cuando las células se expusieron a ácido 
oleico. Aparentemente, con el ácido elaídico se obtiene un efecto intermedio; cuando se 
suministró a los cardiomiocitos, no se afectó la supervivencia celular. Sin embargo, 
administrado en combinación con ácido esteárico la muerte celular no se inhibió, aunque se 
retrasó en el tiempo. Estos efectos, al igual que los observados tras la exposición de las células 
MS-1 a los ácidos grasos estudiados, pueden ser explicados por la diferente alteración en la 
fluidez de membrana que van a provocar los distintos ácidos grasos al incorporarse en los 
fosfolípidos de membrana. El ácido elaídico provocaría una fluidez intermedia entre la inducida 
por el ácido oleico y la inducida por el ácido esteárico, ya que su incorporación en la membrana 
plasmática se produce a expensas de los ácidos grasos saturados (Harvey, Walker et al. 2010), 
lo que explicaría nuestras observaciones. Existen evidencias de que el incremento del 
porcentaje de ácidos grasos saturados en los fosfolípidos de la membrana y por lo tanto de la 
rigidez, forma una parte esencial del proceso de apoptosis (Singh, Dasgupta et al. 1996). 
Además, alteraciones en la composición de los fosfolípidos de la membrana podrían actuar 
como desencadenantes de este proceso de muerte celular (Cui, Houweling et al. 1996; Surette, 
Winkler et al. 1996). Por ejemplo, el defecto genético en la síntesis de fosfatidilcolina, 
desencadena apoptosis en células de ovario de hámster (CHO) (Cui, Houweling et al. 1996). 
Se demostró también que la inhibición farmacológica de la redistribución de araquidonato, entre 
varias clases de fosfolípidos, induce apoptosis en una línea celular promielocítica (Surette, 
Winkler et al. 1996). 
Basándonos en nuestras observaciones y en los estudios previos mencionados, postulamos 
que la alteración de la fluidez de membrana provocada por los diferentes ácidos grasos podría 
estar implicada en la regulación de la proliferación y apoptosis en células MS-1. Por ello, en 
una segunda fase se estudiaron los efectos del ácido oleico, elaídico y esteárico sobre la 
fluidez de membrana en este modelo celular. 
 
 
5.2-Estudio del efecto del ácido oleico, elaídico y esteárico sobre la fluidez de membrana 
en células MS-1 
Los ácidos grasos pueden encontrarse en las bicapas en forma ordenada y rígida o bien en 
forma relativamente desordenada, es decir, en estado fluido. El estado rígido viene favorecido 
por la presencia de ácidos grasos saturados, ya que sus cadenas hidrocarbonadas rectas se 
empaquetan muy estrechamente estableciéndose interacciones de Van der Waals a lo largo de 
las mismas. Por otro lado, un doble enlace cis produce un acodamiento en la cadena 
hidrocarbonada (la cadena presenta dos tramos rectilíneos, separados por el doble enlace, que 
forman entre sí un ángulo de unos 120º). Este acodamiento impide que sus moléculas se 
empaqueten tan estrechamente dificultando la formación de interacciones de Van der Waals. Así, 
al existir entre las cadenas hidrocarbonadas un menor número de interacciones, la energía 
térmica necesaria para romperlas es menor, lo que se traduce en un menor punto de fusión. Los 
dobles enlaces trans, apenas determinan una ligera sinuosidad en la cadena sin que ello 
suponga un cambio significativo en la orientación de la misma, presentando conformaciones 
espaciales muy similares a las de los ácidos grasos saturados. Estas diferencias en cuanto a la 
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conformación espacial de los distintos tipos de ácidos grasos influyen considerablemente en sus 
propiedades físicas y tienen notables implicaciones biológicas. La fluidez depende del tipo de 
insaturación de la cadena hidrocarbonada y de la longitud de la cadena de los ácidos grasos, ya 
que las cadenas hidrocarbonadas largas interaccionan mutuamente más fuertemente que las 
cortas. Los ácidos oleico, elaídico y esteárico presentan la misma longitud de cadena (18 átomos 
de carbono), por lo que sus efectos sobre la fluidez van a depender del tipo de insaturación. Los 
ácidos grasos saturados tienen puntos de fusión significativamente mayores que los insaturados 
de igual número de átomos de carbono. Por lo tanto, la diferente conformación de la cadena 
hidrocarbonada va a determinar los distintos puntos de fusión de los ácidos esteárico, elaídico y 
oleico (Alberts, Johnson et al. 2002; Lehninger 2009). El ácido esteárico (saturado) presenta un 
punto de fusión de 69,6 ºC; el ácido elaídico (trans- insaturado) de 46,5 ºC y el ácido oleico (cis-
insaturado) de 15,0 ºC (Roach, Feller et al. 2004). 
Como se mencionó anteriormente, en la segunda fase de este trabajo se estudió el efecto 
de los ácidos grasos libres tipo A (ácido oleico) y tipo B (ácido elaídico, esteárico) a 
concentraciones crecientes 5, 10, 15, 20, 25, 50 y 100 µM sobre la fluidez de membrana en 
células endoteliales MS-1 tal como se indicó en el apartado de materiales y métodos. El 
tratamiento de células MS-1 con ácido oleico, provocó una disminución de la emisión de luz 
polarizada por parte de la sonda (DPH), lo que se traduce en un aumento de la fluidez, siendo 
este aumento proporcional a la concentración de ácido oleico. El mismo efecto se observó en el 
caso del ácido elaídico, aunque la magnitud del mismo fue aproximadamente la mitad del 
observado con el ácido oleico. Sin embargo la adición de ácido esteárico a las membranas de 
células endoteliales MS-1 no afectó a su fluidez a concentraciones de 5 a 50 µM, mientras que 
a concentración de 100 µM provocó un ligero aumento de la rigidez de las membranas de las 
células endoteliales. Las diferencias observadas en la fluidez se correlacionan con los puntos de 
fusión de los ácidos grasos estudiados: a menor el punto de fusión del ácido graso, mayor fue la 
fluidez (ácido oleico > ácido elaídico > ácido esteárico). Esto parece estar relacionado con la 
estructura de los mismos. Como se menciona arriba, el ácido oleico posee una estructura angular, 
de forma que al incorporarse en la bicapa interfiere en las interacciones hidrofóbicas de las 
cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos de membrana, mientras que el ácido elaídico al 
presentar una estructura lineal debido al doble enlace trans, afecta en menor medida a dichas 
interacciones. Por último el ácido esteárico al ser un ácido graso saturado, no provoca 
alteraciones importantes en la estructura de la membrana en nuestro modelo con células MS-1.  
Aunque algunos estudios indican que los ácidos grasos trans-insaturados pueden afectar a 
las membranas celulares de forma más similar a los ácidos grasos saturados que a los cis-
insaturados, existe controversia al respecto. Engelhard et al. encontraron que la adición de 
ácidos grasos trans al medio de cultivo incrementó la fluidez de membrana de fibroblastos de 
ratón (Engelhard, Esko et al. 1976), datos que concuerdan con lo observado en este trabajo. 
Se sabe que los ácidos grasos libres alteran una gran variedad de funciones celulares 
(Karnovsky 1979). Esto se cree es debido a que tras su incorporación en la membrana inducen 
una perturbación de la estructura de la bicapa, modificando sus características de fluidez. Los 
ácidos grasos libres se intercalan fácilmente en la membrana y durante cortos períodos de 
tiempo permanecen como ácidos grasos no esterificados. Al intercalarse producen cambios 
significativos en el ensamblaje de las moléculas de lípidos. Los ácidos grasos cis-insaturados 
desordenan el interior de la membrana, mientras que los ácidos grasos saturados y trans-
insaturados no alteran el interior de la bicapa (Klausner, Kleinfeld et al. 1980). Estas 
interacciones resultan en significantes perturbaciones. En este trabajo se muestra que el ácido 
oleico aumenta la fluidez de las membranas de células endoteliales MS-1. Trabajos previos han 
demostrado que este ácido graso tiene un efecto similar en vesículas lipídicas, vesículas 
lipídicas mixtas, membranas aisladas de linfocitos, linfocitos, células de riñón de hámster y en 
fibroblastos (células 3T3) (Klausner, Kleinfeld et al. 1980). Es importante señalar que en este 
último trabajo se utilizó la misma metodología de determinación de la variación de la fluidez de 
las membranas que el utilizado para la realización de la presente Tesis Doctoral. Una diferencia 
importante con respecto a nuestros resultados es que no se observó efecto alguno sobre la 
fluidez de las membranas y de vesículas lipídicas mixtas cuando se expusieron a ácidos grasos 
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tipo B (saturados y trans-insaturados). Sin embargo, tanto los ácidos grasos tipo A como los de 
tipo B disminuyeron la polarización en vesículas lipídicas. En nuestro caso, el ácido oleico (tipo 
A) y el ácido elaídico (tipo B) aumentan la fluidez de la membrana, mientras que el ácido 
esteárico (tipo B) la reduce ligeramente a concentraciones elevadas. Esto indica que, en lo que 
respecta al efecto de ácidos grasos sobre la fluidez de la membrana plasmática, distintos tipos 
celulares responden de manera diferente, lo que puede ser debido a diferencias en la 
composición de la membrana ya que los ácidos grasos tipo A se van a incorporar a los 
dominios de membrana más fluidos, mientras que los ácidos grasos tipo B se sitúan en las 
regiones más ordenadas de membrana provocando alteraciones mínimas en las cadenas 
hidrocarbonadas. 
Además de los efectos observados in vitro, otros autores han demostrado que, in vivo, los 
ácidos grasos cis de la dieta son incorporados en las membranas celulares y pueden alterar 
sus propiedades físicas. El incremento de la concentración de ácidos grasos cis en la 
composición de la membrana aumenta su fluidez, mientras que el incremento en la 
composición de ácidos trans-insaturados y saturados la disminuye (Kuo, Weinfeld et al. 1990). 
Estos cambios en las propiedades físicas de la membrana se han asociado con alteraciones en 
funciones celulares dependientes de ésta como por ejemplo el capping de receptores en los 
linfocitos (Hoover, Bhalla et al. 1980), la agregación plaquetaria (MacIntyre, Hoover et al. 1984) 
y la eritrofagocitosis por macrófagos (Lokesh and Wrann 1984). En células hepáticas los ácidos 
grasos afectan la unión de ligandos a receptores β-adrenérgicos, serotoninérgicos y opiáceos 
(North and Fleischer 1983) por alteraciones en el contenido lipídico y de la fluidez de la 
membrana. En células CHO el ácido oleico, al alterar la estructura de la membrana y hacerla 
más fluida, suprime la desensibilización del receptor de ghrelina bloqueando su internalización 
sin afectar a la afinidad del receptor por su ligando, con lo cual se van a potenciar los efectos 
de esta hormona; a nivel cardiovascular induce disminución de la presión arterial, 
vasodilatación y mejora de la función endotelial (Delhanty, van Kerkwijk et al. 2010). En su 
conjunto, estos datos indican que las alteraciones que los ácidos grasos cis producen en la 
fluidez de las membranas van a afectar a aquellos procesos celulares que tienen lugar a este 
nivel, tales como el transporte mediado por proteínas, la actividad de las enzimas ligadas a la 
membrana, la fagocitosis, la endocitosis, la exocitosis y los fenómenos relacionados con la 
citotoxicidad, el crecimiento y la diferenciación celular (Spector and Yorek 1985). En este 
contexto, los ácidos grasos de la dieta tienen diferentes efectos en el metabolismo de las LDL; 
los ácidos cis-insaturados disminuyen los niveles de LDL, mientras que los ácidos grasos trans-
insaturados y saturados los aumentan. Estos diferentes efectos podrían ser explicados por las 
modificaciones que estos ácidos grasos producen en la fluidez. El receptor de LDL es el 
principal responsable del aclaramiento celular de LDL. Una deficiencia o disfunción de este 
receptor conduce a una elevación de los niveles de LDL circulantes y por consiguiente se 
promueve la aterogénesis. Gran número de pasos en el procesamiento de la unión de LDL al 
receptor pueden ser anómalos: puede estar disminuida la afinidad de LDL por el receptor, el 
reclutamiento del receptor, pueden producirse alteraciones en la formación del endosoma y 
disminución de su degradación lisosomal (Tolleshaug, Hobgood et al. 1983; Goldstein, Brown 
et al. 1985; Lehrman, Goldstein et al. 1985; Zannis and Breslow 1985; Hobbs, Brown et al. 
1986). Todos estos procesos ocurren dentro del ambiente de la membrana, y por lo tanto 
pueden ser afectados por la composición lipídica y por sus propiedades físico-químicas. En 
estudios realizados con monocitos (U937), el enriquecimiento de la membrana plasmática con 
ácido oleico aumentó su fluidez, lo cual conllevó un aumento en la unión, captación y 
degradación de LDL. Contrariamente, el enriquecimiento de la membrana plasmática con ácido 
esteárico provocó una disminución de la fluidez y un descenso en la unión y captación de LDL. 
Este estudio demostró que la modificación de la membrana plasmática provocada por la 
incorporación de ácidos grasos puede alterar drásticamente la función del receptor LDL. Así, 
los ácidos grasos cis-insaturados al incorporarse en la membrana plasmática de monocitos 
(U937), aumentan considerablemente la unión, captación y degradación de LDL. Este puede 
ser un posible mecanismo por el cual dietas ricas en ácidos grasos cis-insaturados producen 
un aumento del aclaramiento hepático de LDL (Kuo, Weinfeld et al. 1990). Los datos 
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presentados en este trabajo, reafirman la hipótesis de que los efectos de los ácidos grasos 
sobre la fluidez de la membrana plasmática son fuertemente dependientes de su estructura y 
grado de insaturación, pudiendo afectar aquellos procesos celulares que tienen lugar en el 
plano de la membrana. 
Como se mencionó previamente, la composición lipídica de las membranas regula sus 
propiedades físico-químicas: estructura, fluidez, viscosidad, permeabilidad, formación de 
microdominios, tensión de cizallamiento, etc (Hampton, Floyd et al. 1980; Gudi, Nolan et al. 
1998). Las propiedades de los lípidos de membrana modulan las funciones de las proteínas 
integrales y asociadas a ésta, como su actividad enzimática, las interacciones proteína-
membrana, la unión a receptores, la conductancia de canales iónicos, la generación de 
segundos mensajeros y, en última instancia, la expresión genética (Escriba, Sastre et al. 1995; 
Giorgione, Epand et al. 1995; Bogdanov, Sun et al. 1996; de Kruijff 1997; Escriba, Ozaita et al. 
1997) (Khan, Blobe et al. 1992; Sumida, Graber et al. 1993; Escriba, Ozaita et al. 1997; Litman, 
Niu et al. 2001; Ntambi and Bene 2001). En este contexto, los ácidos grasos son los 
componentes mayoritarios de las membranas, principalmente unidos a fosfolípidos y a ésteres 
de colesterol, aunque también se pueden encontrar pequeñas cantidades de ácidos grasos 
libres (su concentración es generalmente baja, alrededor del 1% de los lípidos totales) 
(Engelbrecht, Louw et al. 1998). La composición de la grasa de la dieta puede afectar a la 
composición de ácidos grasos de las membranas. De hecho, dietas ricas en ácido oleico, como 
la dieta mediterránea, están asociadas con un incremento en los niveles de este ácido graso en 
las membranas plasmáticas de células humanas (Pagnan, Corrocher et al. 1989; Escudero, 
Montilla et al. 1998; Vicario, Malkova et al. 1998). La variación de los niveles de ácido oleico en 
las membranas celulares, está acompañada de modulaciones en la función de varias proteínas 
(Pagnan, Corrocher et al. 1989; Vicario, Malkova et al. 1998). Los mecanismos moleculares 
involucrados en la modulación de la estructura de las membranas y su función por parte de los 
ácidos grasos no están del todo claros (Perez, Pineiro et al. 2003). La fosfatidiletanolamina es 
el fosfolípido mayoritario presente en la cara interna de las membranas plasmáticas de 
mamíferos (Bogdanov, Sun et al. 1996). Se organiza mayoritariamente en estructuras 
lamelares que definen la célula, constituyendo un límite físico y dándole soporte a las proteínas 
de membrana. Sin embargo, este fosfolípido también es propenso a formar estructuras no 
lamelares como la fase hexagonal HII invertida (Cullis and de Kruijff 1979; Borovyagin and 
Sabelnikov 1989; Seddon 1990; Turner and Gruner 1992; Epand 1998). Bajo determinadas 
circunstancias, la composición lipídica de la membrana se puede modular para equilibrar el 
contenido de lípidos que facilitan la formación de la fase lamelar (pro-lamelares) y de la fase no 
lamelar (pro-nolamelares) (Giorgione, Epand et al. 1995; Rietveld, Koorengevel et al. 1995; 
Escriba, Ozaita et al. 1997; Gudi, Nolan et al. 1998). Por lo tanto, los cambios en la 
composición lipídica pueden reproducir un ajuste de la membrana a fin de regular las 
propiedades estructurales y preservar sus funciones (Giorgione, Epand et al. 1995; Rietveld, 
Koorengevel et al. 1995). Numerosos estudios han demostrado que las estructuras lipídicas no 
lamelares ejercen funciones definidas en las membranas (Siegel 1986; Lindblom and Rilfors 
1990; de Kruijff 1997). Algunos de los roles atribuidos a los fosfolípidos con tendencia a formar 
estructuras HII incluyen la facilitación de la fusión o fisión de las bicapas (Siegel, Banschbach 
et al. 1989; Emoto, Kobayashi et al. 1996), la modulación de la permeabilidad y elasticidad de 
la membrana (Gudi, Nolan et al. 1998), el transporte de proteínas (Rietveld, Koorengevel et al. 
1995), la regulación de la localización y de la actividad de las proteínas G y de la proteín-
quinasa C (PKC) (Escriba, Sastre et al. 1995; Giorgione, Epand et al. 1995; Escriba, Ozaita et 
al. 1997), que son elementos clave en la señalización celular y controlan importantes funciones 
fisiológicas como la presión arterial (Escriba, Sanchez-Dominguez et al. 2003). El estudio de 
los efectos del ácido oleico y de otros ácidos grasos C18 (ácido elaídico y ácido esteárico) 
sobre el mesomorfismo de las membranas, demostró que el ácido oleico modula de manera 
dosis-dependiente la estructura de la membrana ejerciendo una presión lateral sobre los ácidos 
grasos de la fosfatidiletanolamina, lo que induce una tensión de curvatura negativa (facilitando 
la transición a la fase HII) sobre los lípidos de la fosfatidiletanolamina, mientras que el ácido 
elaídico y el ácido esteárico no alteran de forma importante la bicapa lipídica. En consecuencia, 
los efectos del ácido oleico (18:1 cis ∆ 9) sobre el mesomorfismo lipídico son muy 
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probablemente debidos a su estructura ya que tiene una forma molecular similar a la de un 
boomerang, mientras que la forma del ácido elaídico (18:1 trans ∆ 9) y del ácido esteárico 
(18:0) se asemejan a una varilla. Esta es la principal diferencia estructural entre el ácido oleico, 
elaídico y esteárico. De hecho, las composiciones químicas del ácido oleico y del ácido elaídico 
son idénticas (C18O2H34), mientras que el ácido esteárico (C18O2H36) tiene solamente dos 
hidrógenos más a causa de la ausencia del doble enlace. El efecto del ácido oleico no se 
puede atribuir simplemente a la presencia del doble enlace, ya que el ácido elaídico no ejerce 
efectos similares sobre la estructura de la fosfatidiletanolamina. Por otra parte, el ácido elaídico 
y el ácido esteárico, que difieren en su composición química, pero están más cerca en términos 
de forma molecular presentaron efectos similares (modestos) sobre la estructura de la 
membrana. Esta hipótesis basada en la conformación molecular del ácido oleico, explica su 
capacidad para facilitar la formación de fases no lamelares (Funari, Barcelo et al. 2003).  
Se sabe que la propensión a la formación de la fase hexagonal (HII) de las membranas 
influye en la unión de las proteínas Gα, Gβγ, y Gαβγ, lo que indica que la composición y la 
estructura de la membrana pueden regular la señalización celular (Vogler, Casas et al. 2004). 
Las proteínas G heterotriméricas (Gαβγ, preactiva) son reclutadas hacia los dominios de 
membrana ricos en proteínas receptoras, que exhiben una alta propensión a la formación de la 
fase no lamelar. Tras la activación por agonistas, el receptor activa la proteína G. Una vez 
activada la proteína G, la subunidad Gα activa se disocia del complejo Gβγ y, debido a su 
menor afinidad por estructuras no lamelares y mayor afinidad por fases lamelares, puede ser 
reclutada a dominios con estructura de bicapa ordenada (por ejemplo, balsas de lípidos) 
(Vogler, Casas et al. 2004), donde puede activar la señalización de efectores abundantes en 
estos dominios. Por lo tanto, la modulación de la estructura de los lípidos (fase lamelar, no 
lamelar o propensión a formarlas) regula las interacciones y la movilización de proteínas G de 
la membrana a diferentes dominios de ésta después de la activación. Lo mismo sucede con la 
PKC, que ve facilitada su unión a la membrana y posterior activación cuando aumenta la 
propensión a la formación de la fase hexagonal HII (Escriba, Sastre et al. 1995). El tipo y la 
abundancia de especies de lípidos de membrana están regulados por la ingesta de grasas en 
la dieta, que de este modo influye en las propiedades de la membrana (Escudero, Montilla et al. 
1998). Debido a la mayor propensión a formar fase no lamelar HII inducida por el ácido oleico, 
éste modula positivamente tanto a proteínas G como a PKC, mientras que tanto el ácido 
elaídico como el esteárico tienen un efecto contrario (Escriba, Sastre et al. 1995; Escriba, 
Ozaita et al. 1997; Funari, Barcelo et al. 2003; Vogler, Casas et al. 2004). 
Como se demuestra en este trabajo y en los estudios citados, el ácido oleico, a diferencia de 
sus análogos (ácido elaídico y ácido esteárico) interfiere, debido a su estructura angular, en las 
interacciones hidrofóbicas de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolípidos de membrana, 
provocando un significativo aumento de la fluidez. Este aumento de la fluidez va a producir 
importantes modificaciones en las interacciones lipídicas modificándose así la estructura de la 
bicapa. En este sentido el ácido oleico facilita la formación de la fase no lamelar HII. Estos 
cambios en la estructura de la membrana van a afectar a la interacción de los lípidos con las 
proteínas modificándose la actividad de las proteínas periféricas asociadas a la membrana y con 
acción enzimática en la bicapa lipídica como la PLC1, PLC, adenilato ciclasa, proteínas G, PKC 
(Casabiell, Pandiella et al. 1991; Escriba, Sastre et al. 1995; Perez, Casabiell et al. 1997; Perez, 
Camina et al. 1998) y de las proteínas transmembrana como los canales de Ca+2 voltaje-
dependientes, las cuales son especialmente sensibles a cambios en el entorno lipídico. Sin 
embargo las proteínas de membrana que tienen sus dominios funcionales hacia el espacio 
extracelular, y/o hacia el citosol, no son afectadas por la incorporación de ácido oleico en la 
membrana plasmática, como sucede en el caso de los dominios de unión del receptor de EGF, 
del receptor de TRH y del receptor VIP (Casabiell, Zugaza et al. 1993; Zugaza, Casabiell et al. 
1995a; Perez, Casabiell et al. 1997; Perez, Camina et al. 1998).  
El efecto de los ácidos grasos estudiados en este trabajo, sobre la fluidez de la membrana 
plasmática en células MS-1 con la consecuente modulación de las rutas moleculares previamente 
descritas, puede explicar los efectos observados en el ciclo celular. Mientas que el ácido oleico 
(tipo A) indujo un aceleración en la transición G0/G1 - S, en condiciones óptimas de crecimiento, 
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los ácidos grasos tipo B (ácido elaídico, ácido esteárico) no tuvieron el mismo efecto. Por otra 
parte, el aumento en la fluidez producido por el ácido oleico, puede estar involucrado en la 
inhibición de la apoptosis observada en condiciones de serodeprivación. El ácido elaídico, que 
aumentó la fluidez en menor medida que el oleico, disminuyó también la apoptosis inducida por la 
serodeprivación, aunque lo hizo en menor medida que el ácido oleico. Finalmente, el ácido 
esteárico, que indujo efectos opuestos sobre la fluidez de la membrana se asoció con un aumento 
de la apoptosis. 
Tal y como se comentó en el apartado de resultados, en los experimentos de fluorimetría los 
ácidos grasos se añadieron a las células en un medio libre de proteínas a partir de disoluciones 
alcohólicas concentradas. Este diseño introduce una diferencia fundamental con lo que ocurre 
in vivo, ya que en condiciones fisiológicas los ácidos grasos que interaccionan con el endotelio 
vascular van a proceder fundamentalmente de la albúmina. Esta transferencia desde la 
albúmina a la membrana y viceversa ocurre rápidamente y no requiere de la interacción con 
otras proteínas ni de catálisis enzimática [el tiempo medio de disociación del ácido oleico de la 
albúmina es de 5 segundos (Weisiger and Ma 1987)]. Para comprobar el efecto de los ácidos 
grasos en condiciones más similares a las fisiológicas se realizaron una serie de experimentos 
control, en los que los ácidos grasos se administraron previamente mezclados con suero fetal, 
o se administraron a las células en presencia de suero fetal preañadido. Dado que el suero 
fetal, per se, modifica la fluidez de la membrana, fue preciso tener en cuenta este efecto 
intrínseco del suero para calcular el efecto neto de la adición de ácidos grasos sobre este 
parámetro. Además, como el suero fetal utilizado contiene de forma natural altas cantidades de 
colesterol y de ácidos grasos, los experimentos de control se realizaron utilizando suero fetal 
bovino y suero fetal bovino delipidado. 
La adición de suero fetal a las células endoteliales provocó un aumento de la rigidez de 
membrana proporcional a la concentración del mismo. En otros tipos celulares también se ha 
demostrado que el suero induce un aumento de la rigidez (Ramirez and Mutharasan 1992). 
Estudios previos indican que el efecto del suero sobre la fluidez de membrana, se debe al 
menos en parte a la presencia de albúmina. Se ha demostrado que esta proteína mayoritaria 
del suero, a una concentración de 1 mg/ml, disminuye la fluidez de membrana en miocitos de 
aorta humana y de rata y en células endoteliales humanas HUVEC (Beck, Bertolino et al. 
1998). En el mismo estudio se demuestra que la albúmina, y no otras proteínas del suero como 
la γ-globulina o la mioglobina, es capaz de producir la eliminación de ácidos grasos de las 
membranas celulares, mecanismo que podría ser el responsable del efecto de esta proteína 
sobre la fluidez. En nuestros experimentos utilizamos una cantidad de suero fetal que condujo 
a una concentración final de albúmina en el medio de reacción de 0,92 mg/ml, similar a la 
utilizada en el estudio citado anteriormente (Staines and Price 2003). 
Los resultados en estos experimentos de control muestran que, en lo sustancial, los 
resultados experimentales obtenidos cuando los ácidos grasos se administran conjuntamente 
con, o en presencia de proteínas séricas (y por tanto en condiciones que se aproximan más a 
las fisiológicas) son muy similares, una vez descontada la contribución neta del suero sobre los 
valores de fluidez, a los obtenidos previamente en medio libre de proteínas, con un claro efecto 
de aumento de la fluidez de membrana cuando las células se exponen a la acción del ácido 
oleico, un efecto similar pero cuantitativamente menor cuando se utiliza ácido elaídico, y una 
reducción de la fluidez de membrana cuando se utiliza ácido esteárico. Además, los resultados 
fueron esencialmente idénticos tanto si se utilizaba suero normal como si se utilizaba suero 
delipidado, lo que descartaría que los lípidos que de forma natural incorpora el suero fetal 
estuviesen contribuyendo de forma significativa a los resultados obtenidos. En conjunto, los 
efectos fueron cualitativamente análogos a los observados cuando los ácidos grasos se 
añadieron a las células en ausencia de suero (medio acuoso), aunque cuantitativamente fueron 
mayores en presencia de suero. Esto podría deberse a que en soluciones acuosas a pH 7, 
condiciones utilizadas en nuestros experimentos, estos ácidos grasos forman micelas al 
encontrarse fraccionados en su forma protonada y desprotonada (Janke, Bennett et al. 2014), y 
cabe la posibilidad de que la transferencia de ácidos grasos desde estas micelas a la 
membrana celular sea menos eficaz que la transferencia desde proteínas ligadoras de ácidos 
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grasos como la albúmina. Además no se puede descartar que las diferencias observadas en 
los experimentos de determinación de fluidez de membrana plasmática con ácidos grasos en 
presencia y ausencia de suero sean debidas a un efecto "carrier", en el que la presencia de 
proteínas minimice posibles interacciones inespecíficas de tipo hidrofóbico entre los ácidos 
grasos y las paredes de la cubeta de reacción, aumentando así la fracción de ácidos grasos 
disponible para incorporarse a las membranas. 


















































 El ácido oleico acelera la entrada en la fase S del ciclo celular en células MS-1 
proliferantes. 
 
 El ácido elaídico y el ácido esteárico no tienen efecto sobre la transición entre la fase 
G0/G1 y la fase S del ciclo celular en células MS-1. 
 
 El ácido oleico inhibe la apoptosis inducida por serodeprivación en células MS-1. 
 
 El ácido elaídico inhibe la apoptosis inducida por serodeprivación en células MS-1, pero 
en menor medida que el ácido oleico. 
 
 El ácido esteárico aumenta la apoptosis observada en condiciones de serodeprivación en 
células MS-1. 
 
 El ácido oleico incrementa significativamente la fluidez de membrana de células MS-1, 
mientras que los efectos de los ácidos elaídico y esteáricos son cuantitativamente menos 
importantes. 
 
 La estructura de los ácidos grasos, así como su grado de insaturación, determinan la 
magnitud de sus efectos sobre la fluidez de la membrana plasmática de las células MS-1. 
 
 Los efectos de los ácidos grasos sobre la fluidez de la membrana están correlacionados 
con su capacidad para reducir la apoptosis en condiciones de serodeprivación en células 
MS-1. 
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